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RESUMEN 
Hoy en día, la ingeniería tisular se dedica a desarrollar nuevos tipos de andamiajes (del 
inglés “scaffolds”) con el fin de curar una zona dañada y así aumentar el bienestar de los 
pacientes heridos al reducir el dolor y acelerar la regeneración de cualquier tipo de tejido. 
Al contrario de los tendones o de los huesos para los cuales existen actualmente unas 
soluciones regenerativas a partir de una combinación polímero-colágeno o de cementos 
óseos, no existen soluciones similares para el caso de las úlceras o quemaduras 
superficiales. 
La piel, constituida por tres capas (epidermis, dermis e hipodermis), es el mayor órgano del 
cuerpo humano. Su superficie presenta una capa de células cilíndricas bajas contiguas que 
se puede mimetizar con un nuevo tipo de andamio: un film nanofibroso hecho con PLA (el 
ácido poliláctico), un polímero biocompatible y biodegradable por el organismo, 
funcionalizado con proteínas recombinantes tipo elastina (Elastine-Like-Recombinamers, o 
ELR). 
Con el método del electrospinning se fabricó dos tipos de films nanofibrosos: uno con las 
fibras dispuestas de manera aleatorias, el Random, y otro con fibras alineadas en una 
dirección, el Alineado. Antes y después del proceso de funcionalización en tres etapas 
(hidrolisis, activación y funcionalización), se midió las características mecánicas con el fin 
de comprobar sus capacidades a resistir a unos esfuerzos exteriores. 
La última prueba, después de haber averiguado la eficiencia de la funcionalización de la 
superficie, consiste en comprobar si las células se adhieren y proliferen en las muestras. Se 
ve que en ambos casos, Random y Alineado, la funcionalización permite una buena 
colonización del andamio, pero que se necesita un cierto tiempo antes de que la población 
celular empieza a crecer. 
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GLOSARIO 
 
BCA: Bicinchoninic Acid o Ácido bicincónico 
DMSO: Dimethylsulfoxide o dimetil sulfóxido 
ECM: Extracellular matrix o Matriz Extracelular 
EDC: 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 
ELR: Elastine-like-recombinamers o recombinameros tipo Elastina 
FBS: Fetal Bovine Serum o Suero Bovino Fetal 
NHS: N-hydroxysuccinimide o N-hidroxisuccinimida  
PBS: Phosphate Buffered Saline o Tampón fosfato salino 
PDLLA: Poly(DL-Lactide) 
PLA: Poly(Lactide) or Poly(Lactic Acid) o poliácido láctico o ácido poliláctico (fibras de 
Poli(L-Láctico-co-DL-Láctico) 70/30) 
PLDLA: Poli(L-Láctico-co-DL-Láctico) 
PLLA: Poli(L- Láctico) or Poli(L-Ácido láctico) 
SEM: Scanning Electron Microscopy o Microscopia electrónica de barrido 
TE: Tissue engineering o Ingeniería tisular 
TFE: 2,2,2-trifluoroethanol o 2,2,2-trifluoroetanol 
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PRESENTACION DEL PROYECTO 
1.1. Introducción 
Con el desarrollo constante de la industria de los polímeros y los recientes descubrimientos 
hechos en el campo de la ingeniería tisular, los científicos pueden hoy en día utilizar esta 
tecnología para mejorar el bienestar de las personas heridas gracias a la elaboración de 
varios tipos de andamios. 
Un andamio, o andamiaje, o del inglés scaffold, tiene el papel de mimetizar la matriz 
extracelular (de cualquier tipo de tejido: piel, tendón, hueso…) durante alguna de las etapas 
de la regeneración del tejido herido: como sustrato para la adhesión de las células, para 
transportar, almacenar y liberar moléculas activas, estimular las repuestas celulares 
específicas y por fin contribuir en algunos casos a la integridad estructural y mecánica de la 
zona tratada. [1] 
La ingeniería tisular se sirve de estos andamiajes en su metodología para fabricar sustitutos 
biológicos en los cuales las células se implantan directamente y así obtener un nuevo tejido 
artificial.  
La meta de este proyecto es utilizar estos principios para producir un tejido (SmartSkinPLA) 
ayudando el tratamiento de las úlceras de la piel (perdida crónica de una sustancia cutánea 
sin tendencia a cicatrizar de manera espontánea), asegurando en el mismo tiempo una 
revascularización del tejido dañado y la aceleración del proceso de epitalización, con el fin 
de reducir el tiempo de curación del tejido y mejorar la cicatrización.
1
 
 
                                               
 
 
1
 Application form for CIBER-BBN intramural. Project: Elastine Like Recombinant Polymers for Wound 
Healing Applications. 
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1.2. Fisiopatología de una úlcera venosa 
 Muy a menudo, la úlcera venosa o varicosa está provocada por un reflujo sanguíneo 
venoso que ocasiona una estasis venosa (estagnación de la sangre al nivel de una vena). 
Resulta una hipertensión venosa dolorosa que molesta la microcirculación sanguínea y 
provoca un conjunto de fenómenos al nivel de los culantrillos. Estos síntomas llegan a una 
hipoxia tisular localizada (aporte insuficiente de oxígeno en el organismo) al origen de la 
perdida de sustancia cutánea crónica que caracteriza una úlcera de piel [2].  
Desde el punto de vista de salud y bienestar, se sabe que este tipo de úlcera altera de 
manera significante la calidad de vida de los pacientes. Tiene una evolución crónica con 
poca o ninguna tendencia a curarse y provoca lesiones dolorosas cuyas consecuencias son 
unas alteraciones de la movilidad y del aspecto físico del enfermo.  En algunos casos 
críticos puede ser mortal (0,02% de los hombres y 0,031% de las mujeres aquejados en 
España en 2003
1
). Prevalece en las poblaciones de más de 60 años y está acentuado por 
la condiciones de vida: sobrecarga ponderal, existencia de varices, tabaquismo, 
hipertensión arterial e hipercolesterolemia. 
En consecuencia, los gastos relacionados con la detección, la hospitalización del paciente y 
la curación de la enfermedad  son muy elevados: 461 millones de euros para el año 2005 
repartidos como sigue: materiales (14.6%), tiempo de enfermería (19.2%), estancia de 
hospitalización (44.6%) y estancia extra en unidad geriátrica (21.6%)
1
. Sabiendo que la 
proporción de gente mayor aquejada de por este tipo de enfermedad sigue aumentando 
cada año, se puede fácilmente prever que los cifras de gastos relacionados con la curación 
de las úlceras venosas van a seguir la misma tendencia. 
 Es por estas razones económicas tanto como las sociales enumeradas arriba que se 
necesita desarrollar un nuevo remedio más eficaz y económico para ayudar a la 
reconstrucción de los tejidos. El objetivo de este proyecto, en colaboración con otros 
                                               
 
 
1
 Datas obtenidas por Eucomed Advanced Wound Care Sector Group 
Pág. 9 Funcionalización de fibras de PLA con Elastina como Recombinante (ELR) para su uso como piel artificial 
 
 
laboratorios especializados, es la elaboración de un film nanofibroso polimérico (PLA) cómo 
soporte y su funcionalización con proteínas, en este caso ELR (Elastine Like 
Recombinamers) para guiar la curación de las úlceras. 
1.3. Estructura de la piel 
La piel es el órgano el más abundante del cuerpo humano al nivel de la relación tamaño-
masa: unos 2m
2
 por un peso de 5 kg. Con los pelos, cabello, uñas, glándulas sebáceas y 
sudoríparas forman el sistema tegumentario que desarrolla como funciones principales la 
protección del organismo de las agresiones exteriores y la regulación de la temperatura 
corporal. 
Está compuesta de tres capas: 
 La epidermis: es la más fina y representa la parte superficial de los tejidos. 
Principalmente, está compuesta por queratinocitos que protegen mecánicamente, 
melanocitos que dan el color a la piel y otras células cuyo papel es la protección 
inmunitaria: las de Langerhans y los linfocitos.  
 La dermis: directamente conectada con la epidermis, es la capa más gruesa (hasta 
un milímetro según las regiones del cuerpo). Está principalmente compuesta de 
macromoléculas proteicas como fibras de colágeno y elastina que confieran a la piel 
Ilustración 1: Estructura de la piel 
Fuente: vtape.webs.com 
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su carácter elástico, fibroblastos que sintetizan las macromoléculas y otras células 
del sistema inmunitario que aseguran protección y ayudan el proceso de 
cicatrización de los tejidos. 
 La hipodermis o tejido subcutáneo: principalmente compuesta de fibroblastos, 
macrófagos y células adiposas, esta capa almacena las grasas necesarias para 
regular la temperatura del cuerpo y dar forma a los contornos humanos, así como el 
sistema linfático, que cumple la función de autolimpieza de la piel. 
Esta última capa asegura la buena irrigación sanguínea de las capas superiores de la piel. 
En caso de úlcera, la herida que se forma no puede cicatrizar de manera normal y sigue 
expandiéndose si no existe atención medica apropiada.  
1.4. Diagnosticar una úlcera 
Generalmente, la úlcera venosa se ve de tamaño grande, con contornos de forma oval, 
poco profunda y dolorosa. El fondo puede ser en casos buenos limpio y apto para recibir 
curación, o al contrario sobreinfectado y purulento. Está ubicada habitualmente en la región 
maleolar interna y puede expandirse hasta la fase interna de la pierna, pero en los peores 
casos puede ampliarse en toda la pierna, pie y dedos incluidos. 
La piel periférica también presenta marcas debidas a la insuficiencia venosa crónica 
(estasis), como un tipo de eczema varicoso en placa esquamosas, dermatitis ocre en forma 
de placa del mismo color en la región maleolar, o placas marfiles llamadas atrofia blanca 
debidas a la obstrucción de pequeños vasos dérmicos. Si la úlcera misma no representa 
una fuente dolorosa, la presencia y propagación de estos síntomas adyacentes pueden 
incomodar fuertemente el paciente. 
Al nivel de la pierna, pueden aparecer progresivamente lesiones de hipodermitis visibles 
cómo grosores rojos y dolorosos. Sin tratamientos apropiados, se forma una 
lipodermatoesclerosis en toda la pierna que se vuelve dura con la piel pigmentada e 
imposible de pinchar.   
En asociación con esos síntomas, puede suceder la formación de un edema debido a la 
acumulación de líquido en el órgano, blando al principio pero que puede volverse crónico y 
duro progresivamente. [2] 
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Este conjunto de síndromes enumerados (no es obligatorio que aparezcan al mismo 
tiempo) afectan la vida de los pacientes de úlcera hasta reducir su movilidad de manera 
significativa. Por eso es imprescindible diagnosticar y atender antes de que empeore la 
herida.  
1.5. Tratamientos actuales 
La curación de una úlcera empieza por el tratamiento de la afección venosa que lo generó. 
Por eso se necesita una evaluación hemodinámica con una ecografía Dopler. 
Ecografía Dopler: es un examen medical ecográfico en dos dimensiones no invasivo (sin 
intrusión de la piel) permitiendo explorar los flujos sanguíneos intracardiacos e 
intravascularos. Basado en el efecto Dopler (fenómeno físico de los ultrasonidos), funciona 
con un ecógrafo clásico acoplado a una sonda Dopler. Cuando un haz de ultrasonidos 
cruza unas cavidades cardiacas o vasos sanguíneos, el eco devuelto por los glóbulos rojos 
de la sangre (que se convierten en  emisores) tendrá una longitud de onda más larga 
(sonido más bajo) al alejarse del captor y una más corta (sonido más agudo) al dirigirse 
hacia el captor. Así, la sonda Dopler recoge un eco de frecuencia diferente a la de emisión; 
esta variación de longitud de onda permite calcular la velocidad y la dirección de los 
glóbulos rojos. (Curso: Ondas,1ª EEIGM, Thierry Czerviec) 
Con este método se puede detectar el origen de la úlcera sabiendo a que nivel de la pierna 
existe un problema de flujo sanguíneo. 
Tratamiento de la herida 
El proceso de cicatrización se desarrolla en tres etapas fundamentales: 
Primera etapa: el lavado: 
Empieza de manera mecánica para eliminar los descombros de tejido necróticos con la 
ayuda de una pincha, antes de proceder a una limpieza química. Este siguiente paso se 
realiza con hidrogeles de alto contenido en agua para ablandar los exudados y necrosis 
secos. Si la herida rezuma, se necesita utilizar un apósito absorbente de tipo hidrofibras 
antes de proceder a la segunda etapa. 
Segunda etapa: fabricación de soporte a la epidermización: 
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Se nota con la presencia de pequeños brotes de color rojo en el fundo de la úlcera, que 
actúan como soporte para fabricar de nuevos tejidos. La aposición de varios apósitos 
especializados amplía el fenómeno.     
 Apósitos grasientos: son compresas impregnadas de vaselina, tul o grasas neutras. 
Se necesita una interfase venda-úlcera con red fina para evitar una posible 
incrustación dentro de la herida. 
 Apósitos hidrocoloides: tienen una capa externa impermeable y una interna 
absorbente (carboximetilcelulosa, un derivado de la celulosa usado para evitar la 
sequedad cutánea). Permiten de mantener un alto porcentaje de humedad en la 
superficie de la herida y así favorecer la cicatrización local.  
Tercera etapa: la re-epidermización: 
Aquí existen dos opciones en función de la dimensión y gravedad de la úlcera: 
 Esperar la cicatrización espontanea apoyándose de apósitos especiales con 
compresas impregnadas de suero fisiológico, de grasas neutrales o hidrófilos. Las 
hojas finas de polímeros como el poliuretano son otra posibilidad porque conservan 
un alto nivel de humedad en la superficie de la herida debido a su impermeabilidad 
al agua. 
 Efectuar un auto-trasplante si la herida es amplia con el fin de reducir el tiempo de 
cicatrización. Intervienen aquí nuestros andamios de PLA para mejorar las 
propiedades del injerto.  
Estas etapas van obligatoriamente parejas con una compresión de la zona tratada por 
medio de una cinta especializada con el fin de disminuir la presión interna dentro de la 
vena. Es prácticamente la parte la más importante de la curación; en efecto, se debe 
eliminar la causa del problema arterial para obtener un restablecimiento efectivo. En el caso 
contrario existen grandes posibilidades de recidiva o cicatrización larga. 
 Al nivel de la cirugía, se puede (recomendado para los pacientes más jóvenes o varices 
importantes) extirpar las venas varicosas que causan los problemas de circulación. 
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Existe también el método de la escleroterapia, practicado para los sujetos mayores cuyos 
estados de salud no permiten una anestesia general, o en la mayoría de los casos en 
complemento de la cirugía. Consiste en la inyección de un producto esclerosante en las 
venas superficiales por medio de una aguja muy fina. Aquel producto va a causar una 
irritación de las paredes del vaso sanguíneo que acabara por esclerosarse y cicatrizar 
hasta su total desaparición. 
1.6. Biomateriales como Andamios 
La definición más apropiada y usada para definir un biomaterial es: 
Un material no viable utilizado en un dispositivo médico que sirve para actuar 
recíprocamente con sistemas biológicos. [4]  
El desarrollo de las biotecnologías y materiales relacionados viene de las diversas 
aplicaciones que ofrecen en el campo de la medicina; pueden tener un papel inerte, como 
en el caso de los hilos de sutura reabsorbibles, hasta interactuar con el organismo de 
manera bioactiva para ayudar a la regeneración de los tejidos. 
El avance en el tema de la ingeniería tisular en contra de los tradicionales trasplantes (de 
origen humano o animal) se debe a unos factores naturales como la escasez de donantes y 
sobretodo la ausencia de rechazo inmunológico y de transmisión de enfermedades, en 
teoría. Pero para que funcionen estas implantaciones, los materiales utilizados deben 
cumplir unos requisitos cómo: 
 No ser tóxicos para el organismo y las células 
 Tener una durabilidad adaptada a su función 
 Ser esterilizables 
 Ser biocompatibles 
 Deben reproducir las funciones de tejidos y órganos implicados.[1] 
Se encuentran en cada categoría de materiales (polímeros, cerámicas y metales); en 
efecto, en la categoría “biocompatibles” se distinga dos subcategorías: 
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Los bioestables: este tipo de materiales se implanta sin amenazar la salud del paciente, 
no hay riesgos de infección o de rechazo fuerte pero se quedan en el cuerpo hasta muerte 
o retiro sin sufrir ninguna degradación por el sistema inmunológico. Es el caso de las 
prótesis, lentes de contacto o hilos de sutura no biodegradables. 
Los biodegradables: la presencia del implante en el cuerpo es temporal debido a su 
capacidad a ser degradado por los macrófagos del sistema inmunitario. Es de esta 
categoría de la cual vamos a tratar durante este proyecto. 
Esta segunda subcategoría presenta unas ventajas en el caso de la reconstrucción de la 
piel en comparación con los estables: no hace falta una segunda operación para su 
extracción, al degradarse poco a poco transfieren la carga mecánica requerida 
progresivamente al tejido y por fin pueden ser utilizados como sistema de liberación de 
fármacos controlada por la degradación. 
En la ingeniería tisular se añaden al campo de la investigación sobre los materiales 
biocompatibles y la fabricación de andamiajes la ciencia de los cultivos celulares (in vitro). 
Sirve a cuantificar la proliferación y diferenciación de las células expuestas al material una 
vez funcionalizado, antes de proceder a otros ensayos más profundos (in vivo). 
Nuestro estudio trata de polímeros que pertenecen al grupo de los biodegradables, más 
particularmente el ácido polilàctico (o PLA). 
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PRESENTACIÓN DE LOS COMPONENTES 
Nuestro tejido está compuesto con un film nanofibroso de polímero de síntesis 
biodegradable, el PLA o poliácido láctico, que, una vez hidrolizado y activado, está 
funcionalizado con recombinameros tipo elastina (Elastine-Like-Recombinamers o ELR).  
2.1. Generalidades sobres los biopolímeros 
Los polímeros 
Los biopolímeros forman parte de una categoría de polímeros especiales cuales difieren de 
los convencionales por su origen natural, su capacidad a ser biodegradado, o ambos. 
Los biopolímeros, como la celulosa, el colágeno o las proteínas son polímeros naturales, es 
decir producidos por un organismo como una planta, un ser humano o un microorganismo.  
Existen, por otro lado, polímeros de síntesis, obtenidos por química macromolecular 
capaces de ser biodegradados, tal como un biopolímero de origen natural. Este tipo de 
polímeros pude ser fabricado con productos proviniendo de la industria petrolífera o de 
moléculas naturales, como en el caso del PLA. 
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Se puede resumir las varias tipologías de polímeros biodegradables cómo sigue en la 
Tabla 1. 
Biodegrabilidad: definición 
El término biodegradable, en ambos casos, corresponde a un proceso químico (en el caso 
de la hidrolisis) o proteico en el cual microorganismos del ambiente exterior convierten el 
material en sustancias de tipo natural como agua, metano, carbono, dióxido y biomas. Este 
proceso depende de las condiciones ambientales, del material y de la aplicación deseada.  
[5]    
Biodegrabilidad: proceso 
POLÍMEROS BIODEGRADABLES 
Origen natural Producidos por 
microorganismos 
Sintéticos 
Basados en 
polisacáridos 
Basados en 
proteínas 
Poliésteres microbianos De recursos 
renovables 
De recursos 
petroquímicos 
Almidón: 
 Maíz 
 Patatas 
 Trigo… 
Animales: 
 Colágeno, 
Elastina, 
Globinas 
 Seda, lana 
 Caseína… 
Poliésteres alifáticos: 
 PHB (Ácido 
polihidroxibutírico) 
 PHV 
(polihidroxivalerato 
) 
Poliésteres 
alifáticos: 
 PLA 
(Ácido 
láctico) 
 PGA 
(ácido 
glicólico) 
 
 PVA 
(acetato de 
polivinilo) 
 POE 
(poli(óxido 
deetileno)) 
 Poliésteres 
alifáticos 
(PCL) 
Celulosa y derivados Vegetales: 
 Soya 
 Gluten… 
Otros: 
 Quitosano (CHT) 
 Ácido 
hialuronico (HA) 
Tabla 1: Clasificación de los polímeros biodegradables 
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La degradación de un polímero depende de las propiedades fisicoquímicas y estructurales 
del polímero, mayormente de la estabilidad química del enlace en la cadena polimérica, de 
su hidrofilicidad y de su peso molecular inicial. 
Macroescala:  
 Erosión homogénea o en bloque (polímero hidrófilo). Este proceso, cómo lo indica 
su nombre, da lugar a una degradación del material entero en un solo tiempo por 
una difusión rápida del agua dentro del polímero. 
 Erosión superficial (polímero hidrófobo). El agua se consume por la hidrolisis 
superficial y no penetra en el bloque de material; la degradación está limitada por 
la superficie del material.  
Nanoescala:  
 Fase de hidrolisis: se produce una combinación de mecanismos. Inicialmente, 
ocurre una rotura de entrecruzamientos entre cadenas de polímeros solubles en 
agua, después una sustitución de grupos en las cadenas laterales por grupos 
polares (el polímero se convierte soluble en agua), y finalmente una rotura de 
enlaces en la cadena principal. Este proceso se repite hasta que la macromolécula 
acabe descompuesta en productos solubles o metabolizables más pequeños.  
 Fase metabólica: los macrófagos fagocitan los fragmentos de polímero resultandos 
de la hidrólisis. En el caso del PLA, la cadena se degrada en monómeros ácido 
láctico asimilables por el organismo.[6] 
2.2. Antecedentes 
Hemos visto antes que la curación de una úlcera varicosa puede tardar sin ayuda externa 
por el medio de un apósito tratante. Siguiendo esta idea, científicos han pensado en ir más 
lejos fabricando un tejido imitando las propiedades fisicoquímicas de la piel para mejorar la 
epitalización y así reducir el tiempo de cicatrización.  
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El reto científico en tema de ingeniería tisular era obtener un andamio capaz de cumplir, 
además de los requisitos de biocompatibilidad, unas buenas adhesión celular,  proliferación 
y posible diferenciación.  
Por eso la investigación sobre la piel artificial empezó con trasplantes de células, de varias 
orígenes. Se realiza muy a menudo autotrasplantes del mismo paciente, con un porcentaje 
de rechazo muy bajo, pero con los problemas relacionados enumerados antes (cirugía, 
cicatrización, y resultados no siempre positivos…). En la misma idea, los científicos han 
probado allotrasplantes y xenotrasplantes con tejido de otro donante o de cerdo. Este tipo 
de trasplante desemboca sobre un alto porcentaje de rechazo, y muy a menudo una 
escasez de donantes en el caso del ser humano. Importa también la posibilidad de 
congelar el trasplante para siempre tener una reserva; se ha demostrado que esos últimos 
tenían aún menos eficiencia sobre la cicatrización una vez descongelado. [7] 
En el mismo estudio se compara este tipo de trasplantes con una piel artificial obtenida a 
partir de un cultivo de células de tipo queratinocitos y fibroblastos que preponderan en la 
composición de la dermis. Después de haber realizado tejido compuesto de una o dos 
capas de células e implantadolo en pacientes, se notó que un número significativo de 
úlceras curadas con este cicatrizaban mejor y más rápidamente en comparación con un 
apósito normal. Los resultados obtenidos en el caso de los trasplantes usuales salieron 
insuficientes para determinar si estos otros mejoraban de verdad la cicatrización de las 
úlceras varicosas.     
La empresa japonesa Unikita produce un apósito, el Beschitin® hecho a partir de quitina, 
un polisacárido constituyente principal del caparazón de los crustáceos, exoesqueletos de 
los insectos y pared celular de hongos. Es un polímero biocompatible, biodegradable, 
bioadhesivo e hemocompatible; en contacto con la sangre activa la formación de coágulos 
y acelere el crecimiento de los fibroblastos, lo que favorece la cicatrización. [8] Este tipo de 
piel artificial fue desarrollado especialmente en el caso de las úlceras varicosas, al contrario 
de las otras actuales más indicadas para las quemaduras graves y extendidas. En la misma 
idea, se utilice el algínato de calcio de las algas para producir compresas usadas 
especialmente en el tratamiento de las heridas poco profundas.    
En los estados unidos, la sociedad Integra Life Sciences produce un tejido constituido por 
una esponja de fibras de colágeno bovino entrecruzadas con proteínas provenientes del 
cartílago de tiburón, colocado sobre una hoja de silicona que asegura la impermeabilidad 
Pág. 19 Funcionalización de fibras de PLA con Elastina como Recombinante (ELR) para su uso como piel artificial 
 
 
de la epidermis. La ventaja de este tipo de andamio es su rápida colonización por los 
fibroblastos y vasos sanguíneos cercanos. Después de tres semanas, se sustituye la hoja 
de silicona con una capa fina de epidermis del mismo paciente.     
Las otras técnicas conocidas para obtener piel artificial están basadas sobre la colonización 
de una matriz bio-artificial por fibroblastos. La sociedad Advanced Tissue Science produce 
el Dermagraft®, asociación de una matriz de colágeno y de nylon sembrado por 
fibroblastos vivos. El AlloDerm® de Lifecell está constituido con piel humana 
descelularizada: sólo queda el colágeno que va a estar invadido por los propios fibroblastos 
del paciente. [9] Para el momento estos últimos métodos siguen sin verdadera validación 
clínica y no son previstos para cubrir superficies largas, pero los ensayos sobre seres 
humanos dan buenos resultados que dejan pensar que la ingeniería tisular tiene un futuro 
dedicado en el tema de las úlceras varicosas. 
 
2.3. El PLA 
El poliácido láctico (PolyLactic Acid del inglés) forma parte del grupo de los poliésteres 
alifáticos, los polímeros provenientes de recursos naturales más usados hoy en día. Es un 
termoplástico cuyos monómeros proceden de un procesos de fermentación gracias a la 
acción de micro-organismos capaces de producirlos a partir de azucares (almidón de maíz, 
de remolacha o caña de azúcar). [10] Por eso, el PLA es totalmente biodegradable y 
biocompatible, de ahí su alta utilización en el campo de la medicina.  
Ilustración 2: Función éster [11] 
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El proceso de biodegradación se hace por hidrolisis: el agua difunde dentro del polímero, 
rompiendo las cadenas poliméricas cuya consecuencia es producir de nuevo monómeros 
de ácido láctico, totalmente inofensivos para el cuerpo humano.  
Los principales defectos del poliácido láctico son sus propiedades mecánicas y su baja 
estabilidad térmica. [12] 
II.3.1. Síntesis 
Existen en la naturaleza dos tipos de enantiomeros del ácido láctico debido al carbono 
asimétrico formando la cadena (anotado con una estrella en la Ilustración 3). 
 
En la naturaleza, no es muy común encontrar la configuración D. En efecto, obtener ácidos 
lácticos a partir de la fermentación de azucares provenientes de recursos renovables llega 
a la formación en cantidades desiguales de los dos enantiómeros. Así, polimerizar el 
poliácido láctico por policondensación de aquellos monómeros naturales conduce a la 
producción de PLLA (poli-L-láctico), un polímero semi-cristalino de baja masa molar (Mw ≈ 
2 000 – 10 000 g/mol). Por eso, tiene unas propiedades mecánicas muy bajas y no se 
encuentra idóneo para cumplir los requisitos de las aplicaciones biomédicas. Además, su 
cristalinidad aumentando con el tiempo (envejecimiento), su tiempo de degradación por 
hidrolisis puede llegar hasta un par de años. 
En el Esquema 1, se ve la síntesis del ácido láctico a partir de recursos naturales. 
Ilustración 3: Configuraciones del ácido láctico [13] 
L-ácido láctico D-ácido láctico 
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El PLA producido al principio era obtenido por policondensación directa del ácido láctico 
cómo monómero. Se obtenía un polímero de masa molar baja con las propiedades 
mediocres enunciadas antes. 
Con el fin de mejorar las propiedades del polímero, científicos han elaborado, a partir de las 
dos configuraciones del ácido láctico, un copolímero P-DL-A. Además de tener la 
posibilidad de ajustar las propiedades del PLDA jugando con la proporción de monómeros 
inicial, se obtiene un polímero amorfo con una velocidad de degradación más elevada. 
Esquema 2: Limitación de la policondensación de los ácidos lácticos [10] 
Ácido láctico PLA 
 
Esquema 1: Proceso de síntesis de ácido láctico [13] 
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Eso ha sido posible por la obtención de dímeros del ácido láctico elaborados a partir de una 
depolimerisación controlada del PLA de baja masa molar (Ilustración 4). Esos dímeros, 
llamados lactidas, sirven después cómo nuevos monómeros para formar el PLDA.   
La etapa siguiente es una polimerización por apertura de ciclo de las lactidas con la cual se 
obtiene un PLA de alta masa molecular (Mw ≥ 100 000 g/mol) al final. 
En resumen, el proceso entero llamado de Cargill-Dow (del nombre del principal productor 
mundial, Cargill) se sintetiza en la Ilustración 5. 
Ilustración 4: Las lactidas del ácido láctico [14] 
Ilustración 5: Síntesis del PLA de alta masa molecular [15] 
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II.3.2. Propiedades 
El polímero así obtenido se ve en realidad cómo un estereocopolímero organizado por 
unidades de configuración L y D. Su notación se hace en función del contenido de unidades 
L: PLAX, con X el porcentaje de unidades molares de L. Las proporciones varíen en 
función de las propiedades requeridas y del tipo de uso. 
En el caso de la producción de film nanofibroso para la bioingeniería tisular como piel 
artificial, se utiliza un PLA7038 (38 indicando la viscosidad de 3,8 dL.g
-1
). En estas 
proporciones, tenemos un polímero amorfo con una temperatura de transición vítrea teórica 
de 54ºC. En comparación con un PLA100, el PLA70 tiene un módulo de Young más de dos 
veces inferior, una tensión de rotura 8 veces más baja por una elongación a la rotura 
mejorada en 25. Es por esta propiedad que se utiliza este polímero en este proyecto, con 
consecuencia de trabajar con un polímero de bajas propiedades mecánicas pero con una 
alta extensibilidad. [16] 
2.4. Elastin Like Recombinamers (ELR) 
La elastina es una proteína natural de la matriz extracelular responsable de las propiedades 
elásticas de los tejidos y órganos de los vertebrados. Por convención, cómo está 
compuesta de millones de  aminoácidos, se describe cómo un polímero amorfo. [17] El 
interés por esta proteína estructural en el campo de los biomateriales viene de sus 
propiedades excepcionales en termino de elasticidad, auto-montaje, larga estabilidad (t1/2 
=70 años) y actividad biológica. [18] Puede ser aplicada sobre el biomaterial de varias 
maneras con el fin de transmitir sus propiedades elásticas o efectos biológicos (guiar el 
crecimiento y la organización espacial de las células en contacto). 
Ilustración 6: Ilustración del fenómeno elástico de la 
elastina [19] 
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La elastin-like-recombinamers, o ELR, es un material biomimético inspirado de la elastina 
cuya arquitectura polimérica, monodispersión y propiedades fisicoquímicas están 
totalmente controladas gracias a la reciente evolución en el dominio de la ingeniería 
genética. Así, se puede aprovechar de sus propiedades inherentes para varias aplicaciones 
en tema de biomedicina y nanotecnología, más particularmente en ingeniería tisular, 
liberación de médicos y purificación de proteínas. [19] El esqueleto estructural del ELR se 
obtiene a partir de un amino acido del péptido de la elastina natural, lo que permite 
conservar su elasticidad característica. 
Punet et al. han estudiado la influencia de una biofuncionalización de la superficie de un 
film nanofibroso de PLA con el fin de mejorar la adhesión celular con varias proteínas y 
péptidos (ELR, short peptides y sus homólogos sin la secuencia RGD). La primera 
información relevante que sacaron del ensayo de cultivos celulares fue una mejor adhesión 
de los fibroblastos en el PLA funcionalizado que en el no tratado, cual que sea el tipo de 
recombinameros. Después, se nota una variación del crecimiento de la población de células 
al comparar  las muestras funcionalizadas: en el caso de enlaces covalentes, los ELR 
presentan una población celular de 3 a 6 veces superior a la de las otras proteínas. Este 
estudio permite concluir positivamente sobre la influencia de la funcionalización de las fibras 
de PLA, más particularmente con ELR que demostraron unas mejores velocidades de 
adhesión celular, mejor propagación celular, mejor adhesión y proliferación más rápida que 
los otros péptidos.[20]  
Obtención 
Los recombinantes de tipo Elastin-Like-Polymers presentan un comportamiento termo-
receptivo, es decir que debajo de una cierta temperatura de transición (Tt), las cadenas 
poliméricas adoptan conformaciones aleatorias en rollos y son solubles en agua (fenómeno 
de hidratación hidrofóbica). Este fenómeno ocurre debido al hecho que las moléculas de 
agua forman estructuras ordenadas alrededor de las fracciones de cadenas poliméricas 
apolares, estabilizadas por los enlaces hidrogeno. Al subir la temperatura, las moléculas de 
agua están perturbadas y las cadenas de ELP se pliegan de manera hidrofóbica y se juntan 
por formar una fase aparte. En esta fase precipitada, las cadenas ya no comportan 
moléculas de agua y adoptan una estructura uniforme y dinámica. [21] 
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MATERIAL Y METODOS 
3.1. Materiales 
El polímero usado en este estudio es el 70/30 L-Lactide/DL-Lactide copolímero (Purabsorb 
PL/DL 70/30, IV midpoint 3,8 dl/g, Mw=850kDa, © Purac), almaceno a -22ºC.  
En este proyescto, los ELRs provienen de la expresión de los genes ELRs recombinantes 
insertados en un E.Coli tipo BLR (DE3). La expresión genética fue inducida en un 
fermentador en medio Terrific Broth (TB), un medio nutricional para la proliferación de 
bacterias [22], debajo condiciones controladas (T=37ºC y pH=7). Después de la 
fermentación, se recoge los cultivos por centrifugación, se suspéndelos otra vez y se lisa. El 
producto de la lisis se purifica gracias a unos cuantos ciclos de centrifugación de 
respectivamente 4 y 40ºC. Finalmente, se congela la solución polimérica a -24ºC para 
proceder a una liofilización. [20] 
La secuencia proteica está diseñada como sigue: 
MGSSHHHHHSSGLVPRGSHMESLLP[[(VPGIG)2 -(VPGKG)(VPGIG)2]2AVTGRGDSPASS[ 
(VPGIG)2(VPGKG) – (VPGIG)2]2]6. 
Las secuencias tienen cada una un papel diferente en la adhesión y proliferación celular: 
 MGSSHHHHHSSGLVPRGSHMESLLP: da a la proteína sus características termo-
receptivas, lo que permite optimizar su purificación. 
 VPGIG: proviene de la proteína natural de elastina modificada. Transfiere al ELR las 
propiedades elásticas de la secuencia de elastina natural. 
 K: Se sustituye el I del módulo VPGIG por el K (lisina) para que se una la proteína a 
la superficie del material. 
 RGD: secuencia bioactiva de aminoácidos introducida para aumentar la adhesión 
celular. 
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III.1.1. Electrospinning 
El film nanofibroso polimérico se obtiene gracias al método del electrospinning. En esta 
parte se detalle el funcionamiento de la maquina así como el proceso para obtener cada 
tipo de film nanofibroso (Random y Alineado).  
III.1.1.1. Funcionamiento 
El electrospinning está basado en usar fuerzas electrostáticas para producir fibras 
poliméricas muy finas. En efecto, con este método se obtiene fibras de rango nanométrico 
(teóricamente 100nm-500nm) a partir de una solución de polímero en disolvente. Las 
mayores ventajas del electrospinning son su simplicidad de poner en práctica y su gran 
adaptabilidad.[23]   
La máquina cuenta con una fuente eléctrica de alto voltaje con polaridad positiva o 
negativa, una bomba adaptada para recibir la jeringua conteniendo la solución y empujarla 
con una velocidad determinada y un colector conductor de corriente (este colector puede 
cumplir cualquier requisito de forma cómo se muestra en el apartado Condiciones de 
ensayo). 
La solución de polímero se pone en una jeringa con una aguja especial que se coloca en 
una bomba cuyos parámetros (velocidad de inyección, volumen inicial y diámetro de la 
jeringa) dependen de la solución. Se aplica un voltaje directamente en la aguja de metal, lo 
cual induce cargas eléctricas dentro del polímero a consecuencia de crear fuerzas de 
repulsión intrínsecas. Llega hasta un cierto punto en el cual la fuerza eléctrica supera la 
tensión de superficie de la solución y forma un cono llamado de Taylor: el líquido sale en 
chorro de tamaño milimétrico de la aguja y se dirige hasta el colector. Pasa a la escala 
nanométrica por repulsión electrostática a medida que se evapora el disolvente. De esta 
manera obtenemos fibras de polímero cuyo tamaño depende de los parámetros expuestos 
en el párrafo siguiente. 
Se puede ver el proceso de electrospinning en el Esquema 3. 
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III.1.1.2. Condiciones de ensayo 
Los parámetros del electrospinning determinan el tipo de fibra y sus características. Cómo 
anteriormente averiguado, la concentración del polímero (entonces su viscosidad), con la 
velocidad de inyección, el voltaje aplicado en la aguja, la distancia aguja-colector tanto 
como su geometría determinan las características del film nanofibroso. 
La solución polimérica 
Esta se prepara en función del polímero usado, intentando obtener el mejor ratio 
viscosidad/concentración. En efecto, se sabe que al aumentar el porcentaje de polímero en 
la disolución se va creciendo el tamaño de las fibras (Gráfica 1), pero al preparar una 
solución demasiado baja en polímero, las fibras pueden romper antes de llegar al colector, 
o formar beads. El peso molecular del polímero también es un parámetro que se tiene que 
tomar en cuenta al momento de hacer un electrospinning. 
En según lugar se elige el disolvente según unos parámetros: su capacidad a disolver el 
polímero, su conductividad y su volatilidad. El hecho de tener trazas de disolvente puede 
tener consecuencias sobre las propiedades del film nanofibroso obtenido, en nuestro caso 
más particularmente sobre la biocompatibilidad del material (toxicidad del disolvente). 
También, tener un disolvente buen conductor permite obtener fibras más lineales con poca 
Esquema 3: Proceso de fabricación de fibras (alineadas) por el método de 
electrospinning [24] 
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tendencia a formar beads, debido a que soluciones con alta conductividad tienen mayor 
capacidad de transportar las cargas de la solución que aquellas con baja conductividad.[25]  
Finalmente, el último parámetro influyente sobre el electrospinning es la tensión superficial 
(depende del polímero y del disolvente añadido). Dashi y Reneker descubrieron que reducir 
la tensión superficial de la solución permite obtener fibras más lisas [26]. Añadir disolventes 
como el etanol a una solución con baja tensión permite obtener fibras sin presencia de 
beads o defectos [27]. 
El proceso 
El voltaje es uno de los parámetros más importante que se controla en un electrospinning. 
Como depende del tipo de polímero, se debe analizar el comportamiento para cada 
polímero y disolvente de antemano. Se sabe que casi siempre un voltaje alto permite un 
mejor estiramiento del chorro causado por una fuerza de Coulomb mayor en la aguja, lo 
que da lugar a fibras más finas [28]. 
El flujo de salida representa la velocidad con la cual la solución sale de la jeringa. Se ve 
más interesante tener un flujo bajo, aunque el proceso tome más tiempo, para dejar el 
tiempo a todo el solvente de evaporarse. Ribeiro et al.  han demuestro con el polifluoruro de 
vinilideno que cuando el flujo de salida aumenta ocurre un incremento del diámetro de las 
fibras y del tamaño de sus defectos [29] 
Gráfica 1: Relación concentración en polímero (polí(Etilen-Vinil-
Alcohol)) con tamaño de fibras [24] 
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Por fin, como visto antes, la distancia entre la punta de la aguja y el colector influye sobre la 
obtención o no de un film nanofibroso de buena calidad. Una distancia demasiada pequeña 
no permite una evaporación total del disolvente, tanto como una demasiada grande 
aumenta el riesgo de rotura de las fibras antes de llegar al colector.  
Parámetros externos 
La temperatura y la humedad de la sala en la cual se coloca la máquina de electrospinning 
tienen que ser controlados permanentemente. En efecto, el agua del aire ambiental puede 
condensar en la superficie de las fibras, resultando en pequeños poros circulares los cuales 
fragilizan el material [30]. 
Tipo de fibras 
El trabajo hecho durante este proyecto se concentra sobre dos tipos de fibras: las de tipo 
random, y las alineadas. La mayor diferencia, además del cambio de concentración, viene 
del proceso de fabricación por electrospinning. En efecto, según la morfología que se 
quiere obtener, el colector cambia. 
 Fibras random: son las más fáciles de producir. En este caso, el colector es una 
simple placa metálica conductora de corriente recubierta de una hoja de papel de 
aluminio (para facilitar la recuperación del film nanofibroso así obtenido). La fibra 
que se forme desde la aguja se disperse en la placa de manera aleatoria y se 
recubre poco a poco hasta dar forma a una capa opaca de unas micras de espesor. 
El inconveniente del film nanofibroso random es la diferencia de espesor en su 
seno: las fibras empiezan a depositarse en el centro de la placa, y se extienden de 
manera esférica desde este punto. Al final recogemos un film nanofibroso con un 
gradiente de espesor lo cual depende de la cantidad de solución dispensada. 
 
 Fibras alineadas: para obtener este tipo de fibras se cambia el colector por un de 
tipo cilíndrico rotativo (Esquema 4). Las fibras se estiran en un sentido, siguiendo el 
movimiento del colector: por eso podemos decir que forman un tejido con 
propiedades mecánicas isótropas (las cuales son detalladas en la parte Tracción). 
En este caso la repartición de las fibras se hace de manera más homogénea, y a 
excepción de los bordes, la diferencia de espesor esta minimizada. 
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III.1.1.3. Características de las fibras 
Este proceso permite obtener fibras que mimetizan a lo mejor las capas superficiales de la 
piel por sus propiedades mecánicas y su morfología, y así reproducen un ambiente propicio 
a la adhesión celular.  En efecto, el tamaño micro/nanométrico de las fibras, además de ser 
fácilmente controlado y modificado, aumenta la repuesta, la proliferación y la diferenciación 
celular [31]. 
III.1.1.4. MEB: Microscopio Electrónico de Barrido 
Durante este proyecto se necesitó tomar fotografías de las fibras con precisión 
nanométrica. Por eso, hemos utilizado la tecnología MEB o SEM (del inglés “Scanning 
Electron Microscopy”), una técnica de observación muy potente de la topografía de las 
superficies. 
Está basada principalmente sobre la detección de los electrones segundarios expulsados 
del material observado por el impacto de un haz muy fino de electrones primarios barriendo 
la superficie. Esta tecnología permite obtener imágenes muy precisas con alta profundidad 
de campo debido a la alta performance de la máquina: el haz de electrones producido es 
tan fino (hasta algunos nanómetros) y fuertemente acelerado por tensiones variando de 0,1 
a 30 kV, lo que permite focalizarlo con precisión en la zona que se quiere examinar. Los 
detectores de electrones específicos recogen las señales significativas durante el barrido 
de la superficie y los transforman en imágenes de alta calidad.[32]   
. 
III.1.2. Funcionalización 
El PLA presenta una cierta hidrofobicidad que podría impedir una buena adhesión celular 
(ensayo de ángulo de contacto 80º- mojabilidad muy baja).  Por eso se necesita cambiar 
Esquema 4: representación del gradiente de espesor del film 
desde el centro (ubicado en frente de la aguja) 
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la superficie de las fibras con una funcionalización en tres etapas: hidrolisis, activación y 
funcionalización con ELR. 
III.1.2.1. Hidrolisis 
Esta primera etapa permite bajar el ángulo de contacto a los 40º, gracias a la introducción 
de grupos carboxilos en la superficie de la cadena polimérica, dejando el film nanofibroso 
en una solución de NaOH a 0,1M durante 75 a 90 segundos. El tiempo de hidrolisis fue 
elegido en función del ratio creación de grupos carboxilos en la superficie del 
polímero/degradación de las fibras. En efecto, más tiempo lo dejamos en contacto, y más 
concentrada sea la solución, más grupos se forman en la superficie. Pero, por otro lado,  si 
el tiempo en contacto con el álcali supera un cierto punto, se nota una degradación por 
adelgazamiento de las fibras, hasta rotura por disminución de las propiedades mecánicas 
(Imagen 1). Como consecuencia, hemos determinado con imágenes SEM el mejor ratio 
tiempo/concentración en el caso de los film nanofibrosos de PLA. 
 
 
III.1.2.2. Activación 
La segunda etapa consiste en poner las muestras una vez hidrolizadas en una solución de 
cross-linker que va a reaccionar con los grupos hidroxilos. En nuestros caso usamos el 
Imagen 1: Fotografía SEM de fibras de PLA después de una hidrolisis de 
120s. Se notan degradaciones y roturas en las fibras. 
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EDC, o carbodiimide 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride, que 
permite formar esteres activos (o-Acylsourea) en toda la superficie de las fibras 
hidrolizadas, los cuales son muy reactivos con los aminos primarios (-NH2) presentes en la 
superficie de las proteínas de ELR. (Ilustración 7). En la ilustración siguiente R1 representa 
el PLA y R2 las proteínas de ELR. 
 
 
 
 
 
 
El inconveniente mayor de esta reacción viene de la instabilidad del producto intermedio 
(Ester). Para estabilizarlo, se añade en la solución de EDC una cierta cantidad de NHS, la 
N-hidroxysuccinimida (Ilustración 8). 
Además, el NHS permite utilizar el EDC en una solución buffer tipo PBS y no en una 
solución con pH ácido como normalmente sólo se puede hacer. 
Ponemos las muestras dentro de la solución EDC/NHS en PBS durante una hora antes de 
limpiar tres veces con PBS y empezar la última etapa. 
+ 
NHS 
Ilustración 8: Representación de la reacción del NHS con el PLA hidrolizado (R) 
Ilustración 7: Entrecruzamiento EDC-Ácido carboxílico con un amino primario [33] 
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III.1.2.3. Funcionalización 
La funcionalización permite entrecruzar las proteínas y el PLA por la reacción vista en 
Ilustración 7. En efecto, como visto antes, son los grupos aminos primarios de las 
proteínas de ELR que van a reaccionar con las fibras de polímero activado. Se ve 
esquematizado en la Ilustración 9.  
Se prepara una disolución de a 0,1mg/mL de ELR en PBS en la cual se colocan las 
muestras de PLA durante 24 horas, antes de limpiarlas de nuevo con PBS. Este proceso se 
repite de la misma manera independiente del tamaño, de la forma y de los ensayos a 
efectuar sobre las muestras. 
3.2. Ensayos y caracterización 
En esta parte se trata de los varios ensayos efectuados para caracterizar las fibras 
obtenidas. Todos los resultados y valores están expuestos en la parte Resultados y 
discusión. 
III.2.1. Características 
III.2.1.1. Tamaño de las fibras 
Para caracterizar el tamaño de las fibras, se preparó muestras de cuatro tipos: 
 Random Normal (RN), sin ningún tratamiento después del electrospinning 
 Random Funcionalizado (RF), el mismo film nanofibroso después de 
funcionalización 
Ilustración 9: reacción del PLA (R) activado con una amina primaria (R’) 
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 Alineado Normal (AN), igual que en el caso Random 
 Alineado Funcionalizado (AF), igual que en el caso Random. 
De las cuales se cortó un trozo de aproximadamente 0,5cm x 0,5cm que se coloca en una 
porta muestra para obtener imágenes SEM (Scanning Electron Microscopy). Se usa un 
software de tratamiento de imágenes, ImageJ, para medir el tamaño de las fibras a partir 
de las imágenes SEM (más o menos 180 medidas para cada tipo de fibras).  
III.2.1.2. Porosidad 
Aunque sea un parámetro importante de conocer en el caso de un film nanofibroso 
polimérico, medir la porosidad de nuestros andamios es problemática. En efecto, con los 
métodos habituales como el MIP (en inglés Mercury Intrusion Porosimetry, un método para 
medir la porosidad basado sobre la cantidad de mercurio que se puede introducir en el 
material),  las muestras están sometidas a una presión tan fuerte que acaban estropeadas 
y no se puede explotar los valores así obtenidos. 
Una alternativa posible para medir la porosidad es mediante el desplazamiento del etanol 
en el film nanofibroso, y usar una correlación entre ciertos parámetros como la densidad y 
la masa del polímero (Fórmula 1). Como no podemos estar seguros de la validez de estos 
datos, la porosidad obtenidas por estos ensayos tiene exclusivamente valor comparativo 
entre las fibras de tipo Random y las Alineadas. En ningún caso se puede afirmar de 
manera cierta que aquella porosidad es la del film nanofibroso de PLA. 
Protocolo 
Se corta muestras de 1,5cm x 1,5cm de film nanofibrosos AN y RN y se mide de manera 
extremamente precisa sus masas con básculas de precisión. Después, se sumergen en 
una solución de etanol a 70% durante una hora con agitación suave. Pasado este tiempo 
se recogen del etanol y se pesan de nuevo. La porosidad está dada por la Formula 1: 
Porosidad =  
Fórmula 1: Calculo de la porosidad [15] 
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Con:  w la diferencia de masa entre antes y después del baño de etanol 
 wi la masa inicial de las muestras 
 0,869 g.cm
-3
 la densidad del etanol 
 1,3 g.cm
-3 
la densidad del polímero 
 
III.2.1.3. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
La DSC (del inglés Differential Scanning Calorimetry), o calorimetría de barrido diferencial, 
es una técnica de caracterización basada sobre los cambios de calor entre una muestra a 
analizar y una referencia (generalmente el aire). Permite medir la temperatura de transición 
vítrea (Tg), la temperatura de fusión (Tf) y las entalpias de reacción de las cuales se 
deduce el porcentaje de reticulación de los polímeros. [34]   
Se calientan las dos muestras con una velocidad (en ºC/min) programada. Debido al calor 
especifico de la muestra, la referencia (vacía) calienta más rápidamente que el polímero. La 
máquina mide la diferencia de flujo de calor entre los dos y traza una curva flujo de 
calor/temperatura. [35] Cuando ocurre en la muestra una reacción endotérmica o 
exotérmica, la diferencia entre la energía aportada o dada por la muestra con la de la 
referencia aumenta, lo que se traduce por un pico en la curva, cuya área corresponde a la 
entalpia de la reacción, ΔH (que corresponde a la cuantidad de calor absorbida o liberada 
en este caso porque trabajamos a presión constante).    
Protocolo 
Se pesa con exactitud 5 mg de cada tipo de material que se quiere experimentar, y se 
coloca en el crisol dedicado a la muestra. Se cierre la máquina y se pone el vacío para 
asegurarnos de que ninguna partícula extranjera pueda falsar las medidas. Se calienta 
cada muestra de 40ºC a 250ºC a 10ºC/min dos veces para obtener curvas más precisas.  
III.2.1.4. Ensayos mecánicos 
Para determinar las propiedades mecánicas de los film nanofibrosos poliméricos 
efectuamos ensayos de tracción. La máquina utilizada es la mono-columna zwicki-Line de 
la marca Zwick-Roell, especialmente diseñada por las fuerzas de ensayo bajas. Además, 
se puede adaptar las células de captor de la máquina en función del material que se quiere 
probar. Así, separemos los ensayos según los parámetros siguientes: 
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 Célula de 10 Newtons: es la más sensible, por eso se usa para las fibras Random 
Normal y Random Funcionalizado. En efecto, de por su anisotropía, el material 
este tiene que ser menos resistente que el de tipo alineado. 
 Célula de 200 Newtons: un poco menos sensible, adecuada para los ensayos con 
los film nanofibrosos Alineado Normal y Alineado Funcionalizado, con 
propiedades mecánicas más elevadas. 
Se cortan series de muestras para el ensayo de 1cm x 4cm para las fibras no 
funcionalizadas y 1cm x 5cm para las otras. Como se quiere comprobar los efectos de la 
funcionalización sobre las propiedades mecánicas del film nanofibroso polimérico, hacemos 
la funcionalización en cajas de Petri, y colocamos las muestras con la ayuda de clips para 
que no se muevan durante las varias etapas (Imagen 3). De esta manera, podemos 
eliminar la parte no funcionalizada al momento de preparar las muestras. 
Después se pegan dos trozos de cinta adhesiva en cada extremidad de las muestras para 
facilitar la colocación en las mordazas de la máquina de tracción. También se añade papel 
de lija entre la cinta y la mordaza para evitar que se deslice. 
Imagen 3: Fotografía de la 
funcionalización de las 
muestras para los ensayos de 
tracción 
Imagen 2: muestras nº 5 y 6 de PLA 
Alineado Funcionalizado 
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III.2.2. Adhesión de las proteínas 
Antes de poner el PLA funcionalizado en contacto con las células, tenemos que comprobar 
si el entrecruzamiento con las proteína funcionó. Por eso se realizan dos ensayos: uno de 
cuantificación, el MicroBCA, y uno visual, el CBQCA.  
III.2.2.1. MicroBCA 
El MicroBCA, o Micro Bicinchoninic Acid protein assay (© Thermo Scientific) permite medir 
la concentración de proteínas en una muestra dada. Funciona gracias al proceso de 
reducción de los iones Cu
2+
 en iones Cu
+
 en presencia de proteínas. Observamos un 
cambio de color del azul al lila debida a esta reducción, que permite cuantificar por 
espectrofotometría la absorbancia resultante. 
En primer lugar se prepara una recta patrón con varias concentraciones de ELR en PBS: 0, 
5, 10, 15, 20, 25, 30 y 50 µg/mL. Se pone 1mL de cada solución en dos tubos test para 
obtener unas mejores estadísticas, y se preparan 3 otros tubos con un trozo de 1cm x 1cm 
de PLA bien Random Funcionalizado, bien Alineado Funccionalizado, en 1mL de PBS puro. 
Luego, se mezclan los 3 reactivos del working reagent (respectivamente 25:24:1 del MA, 
MB y MC del kit de ensayo),  y se añade 1mL de la solución en cada tubito (recta patrón y 
PLA). Después de una hora de incubación en un baño a 60º, se lee la absorbancia con un 
espectrofotómetro a 562nm y se traza la recta patrón. Gracias a la ecuación de la recta, se 
puede determinar la concentración de proteínas en la superficie de nuestros materiales. 
III.2.2.2. Ensayo de CBQCA 
Para verificar la adhesión de los ELR en nuestros film nanofibrosos de PLA, se utiliza un kit 
de detección de los aminoacidos(A-2333 ATTO-TAG
TM
 CBQCA Amine derivatization Kit). El 
CBQCA reacciona específicamente con los aminos primarios para formar productos 
analizables por electrofluorescencia o por cromatografía. Estos productos, los 7-aza-1-
cyano-5,6-benzisoindoles son muy fluorescentes y excitados al máximo a 450 nm o por el 
442 nm de la línea espectral del láser He-Cd y tienen emisión máxima por ≈550nm. 
(Extracto del Product information de kit de Molecular Probes) 
Se mezcla 10µL de KCN working solution a 10mM con 5µL de CBQCA a 10mM en PBS-
gly. Se recubre muestras de 1cm x1cm de PLA Alineado y Random funcionalizados con 
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esta mezcla durante una hora a temperatura ambiente. Como el reactivo contiene 
fluorocromes, se tapa la caja con papel de aluminio para no comprometer el proceso de 
fluorescencia. 
Luego, se limpia 3 veces con PBS-gly y se procede a la lectura de la fluorescencia gracias 
a un microscopio. 
3.3. Cultivos 
Con el propósito de verificar la eficiencia de la funcionalización con los ELR, comprobamos 
la adhesión y proliferación celular en muestras de PLA, tratadas o no. 
III.3.1. Células 
Usamos en este proyecto células de tipo fibroblastos para los ensayos en sala de cultivos. 
En primer lugar, empezamos con fibroblastos provenientes de ratas para asegurarnos de la 
no toxicidad de nuestras muestras antes de reproducir las experiencias con fibroblastos 
humanos.  
Las células, después de la descongelación, están siempre puestas en medio normal de 
composición: 
 DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco®): una mezcla de DMEM y 
F-12 de cerdo. Su formulación combina glucosa, ácidos aminos, vitaminas y F-12, 
apropiada para los cultivos de células de mamíferos con adjunción de FBS (Fetal 
Bovine Serum). [36] 
 15% FBS (en castellano Suero Bovino Fetal) 
 1% L-Glutamina: uno de los 20 aminoácidos más comunes empleados en la 
codificación del código genético; permite sintetizar proteínas, aumentar el nitrógeno 
de la sangre y mejora el sistema inmune. [37] 
 1% Penicilina / Estreptomicina: una mezcla antibiótica y antifúngicos. Previenen la 
contaminación por bacterias en el medio de cultivos. 
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III.3.2. Descongelación –Proliferación- Congelación 
III.3.2.1. Descongelación 
Las células están conservadas bien en congeladores a -80ºC (un par de meses máximo), 
bien en tanques de nitrógeno líquido a -195,79ºC (durante años). Se ponen en criotubos de 
1mL en una mezcla FBS-10% DMSO. El DMSO, o dimetil sulfóxido, es un agente 
crioprotectivo que reduce el punto de congelación del medio y la velocidad de resfriamiento, 
reduciendo así la probabilidad de formación de cristales de hielo, los cuales podrían dañar y 
estropear las células, matándolas. Su mayor inconveniente viene de su gran toxicidad a 
temperatura ambiente; por eso una vez las células sumergidas en el medio de congelación, 
se debe colocar lo más antes posible el criotubo en el congelador. 
El proceso de descongelación empieza por calentar el criotubo conteniendo las células y el 
medio normal en un baño a 37ºC. A continuación, se pone en un frasco grande 15mL de 
medio normal, y se transfiere la totalidad del critotubo con la ayuda de una pipeta. El 
excedente de medio permite atenuar la acción nefasta del DMSO. Se pone el frasco en una 
incubadora a 37ºC después de haber comprobado la homogeneidad de las células con la 
ayuda de un microscopio óptico. 
En esta etapa, las células se ven redondas y flotan en el medio normal. 
III.3.2.2. Proliferación 
Después de 24 horas, se cambia el medio normal. Generalmente, las células han 
empezado a colonizar la casi totalidad de la pared de plástico del frasco y se han alargado. 
Antes de poner el nuevo medio (10mL esta vez), se limpia el frasco con 5mL de PBS con el 
fin de eliminar las células muertas. Después se coloca de nuevo en la incubadora el tiempo 
suficiente para conseguir un número de células considerable para los ensayos previstos. Se 
repite la operación de cambio de medio una a dos veces por semana. 
III.3.2.3. Tripsinización 
Cuando llegamos al punto de confluencia (toda la superficie del frasco está cubierta por 
células), se tiene que tripsinizar en fin de separar las células de la pared. Como se 
encuentran de nuevo en suspensión en un líquido, adoptan otra vez la forma redonda que 
tenían al principio. 
Pág. 40 Funcionalización de fibras de PLA con Elastina como Recombinante (ELR) para uso como piel artificial 
 
Se quita todo el medio que contenía el frasco y se limpia con 5mL de PBS. La razón viene 
de la naturaleza de la tripsina: es una enzima peptidasa del páncreas que rompe los 
enlaces peptídicos de las proteínas para formar más pequeñas. Así, si queda medio normal 
en el frasco, la tripsina va a reaccionar con este antes de despegar las células, y no se 
recuperará todas las células que contenía el frasco. 
El protocolo: se verse directamente sobre la pared acogiendo las células 5 mL de tripsina, y 
se deja en la incubadora 5 minutos. Se comprueba con el microscopio si todas las células 
se encuentran en el líquido y se añade 5mL de medio normal para inhibir la acción de la 
tripsina.  
Se centrifuga el tubo 5 minutos a 1000rpm para recuperar las células y tirar la mezcla 
tripsina-medio normal-células muertas. Las células forman un pellet de color blanco al 
fundo del tubo; se añade 10mL de medio normal para disolverlas y se procede al contaje. 
Cada vez que se tripsiniza las células, aumenta su pase. La mayoridad de los ensayos de 
proliferación celular que se realizan con el PLA requiere células de pase dentro de 3 y 6. 
III.3.2.4. Contaje 
Se recoge 10µL del medio de células y se coloca en la cámara de contar. Esta cámara, 
llamada de Neubauer, consiste en un cuadro cuadrillado de tamaño milimétrico compuesto 
de 4 cuadrantes, ellos mismos compuestos de 16 cuadrados para contar. Con el 
microscopio se cuenta el número de células en cada cuadrito, se hace la media y se 
multiplica por 10
4
 para conocer el número de células por mililitro. Finalmente se multiplica 
por el número de mililitros puesto después de la centrifugación (generalmente 10) para 
conocer el número total de células. 
Según el tipo de ensayo, el número de muestras y de días, se necesita un cierto número de 
células. Conociendo cuantas tenemos después del contaje, es posible que sobren unas 
cuantas. Si quedan suficiente (más de medio millón), se prepara nuevos criotubos para 
congelarlas de nuevo. 
III.3.2.5. Congelación 
Se centrifuga de nuevo las células y se prepara nuevo medio de congelación (FBS-
10%DMSO). En general, se congela entre 500 000 y un millón de células por mililitro 
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(volumen de un criotubo). Se indica encima el pase de las células y la fecha de 
congelación, antes de colocarlo en el congelador o el nitrógeno líquido según el tiempo de 
congelación a venir. Como explicado en el párrafo Descongelación, una vez en contacto 
con el DMSO se debe ubicar rapidamente el criotubo a temperatura baja. 
III.3.3. Adhesión al andamio  
Durante este proyecto, procedimos a ensayos de proliferación con los 4 tipos de producto 
con los cuales hemos trabajado desde el principio: Random Normal (RN), Funcionalizado 
(RF),  Alineado Normal (AN) y Funcionalizado (AF). Estos ensayos tenían como meta 
principal: observar la no-toxicidad del producto, asistir a una posible proliferación, comparar 
los film nanofibrosos con un control de plástico (que representa el material idóneo para la 
proliferación celular), y comparar los film nanofibrosos funcionalizados o no para tener una 
idea del efecto de la funcionalización por ELR. 
III.3.3.1. Preparación de las muestras 
Las células tienen una mayor propensión a adherirse sobre superficie planas, 
biocompatibles y que no se mueven. Por eso, se debe preparar las placas rellenadas con 
las muestras de PLA de manera muy estricta: Se cortan trozos de los diferentes film 
nanofibrosos del tamaño de los pocillos de las placas de 24 (1,7cm x 1,7cm) y se recortan 
los rincones para obtener una forma más o menos redonda. Se coloca este trozo con la 
ayuda de pinzas (durante todo el proceso se debe evitar de tocar las muestras, aunque 
trabajemos con guantes para evitar todo riesgo de contaminación) en el fundo del pocillo de 
manera que recubra toda la superficie y se bloquea con un anillo de teflón. (Imagen 4) 
Se esterilizan las placas exponiendolas a ultra-violetas durante 20 minutos; normalmente, 
por precaución se submerge tambien en etanol, pero los film nanofibrosos de PLA no 
soportan el contacto con el alcohol.  
Antes de sembrar, se dejan las muestras submergidas en medio normal durante un par de 
horas para facilitar la colonisación por las celulas. 
Para nuestros ensayos, hemos preparado: 
 Una placa de 4x6 muestras para el alamarblue 
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 4 placas de 4x4 muestras para la inmunofluorescencia los días: 24h, 3, 7, 9. 
 Una placa de 3 para el control (sin film nanofibrosos) 
 Una placa para la recta patrón (sin film nanofibrosos). 
III.3.3.2. Siembra 
Después de contar, se sabe el número de células requerido para sembrar. En este caso, se 
siembra en cada pocillo de las placas de Alamarblue, fluorescencia y control 20 000 células 
en un volumen de medio normal de 500µL. 
La recta patrón se realiza por dilución a partir del número más grande de células. En 
nuestro caso 200 000  100 000  50 000  25 000  12 500  6 250  3 125 y 0 células 
por pocillo (500 µL). Se reparten en la caja de recta patrón según la Ilustración 10. 
Se ubica durante 3 horas en la incubadora para que crezcan durante este tiempo antes de 
proceder al ensayo del AlamarBlue. 
Imagen 4: placa preparada para los cultivos 
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III.3.3.3. AlamarBlue 
El AlamarBlue es un indicador de viabilidad celular usando la capacidad natural de la 
células vivas de convertir la resazurin contenida en el Alamar blue en resorufin, una 
molécula fluorescente. Este ingrediente activo, la resazurin, es totalmente no toxica para las 
células y no fluorescente antes de su reducción [35]. Por eso se puede poner en contacto 
con las células sin riesgo, y reutilizar las mismas placas durante varios días de 
experimentación.  
Protocolo 
Se recoge 10% del medio normal en contacto con las células en cada pocillo (aquí 50µL) y 
se cambia por la misma cuantidad de alamarBlue. Se trabaja debajo de una campana sin 
luz a causa de la fluorescencia de los productos. Se coloca de nuevo en la incubadora a 
Ilustración 10: Repartición de las células por pocillo en la caja de recta patrón 
200 000 
100 000 
50 000 
25 000 
12 500 
6 250 
3 125 
0 
Ilustración 11: mecanismo del alamarBlue como indicador. La resazurin, un indicador 
colorante esta convertido en resorufin (altamente fluorescente) por un 
mecanismo de reducción via las células activas. La cuantidad de producto 
fluorescente producido es proporcional al número de células vivas. [38] 
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37ºC dentro de 3-4 horas. Luego, se recoge nx100µL de cada pocillo (n= 1, 2 o 3) en una 
placa de 96 pocillos para efectuar una lectura por fluorescencia. 
A continuación se puede trazar la recta patrón y calcular por cada día de experimento el 
número de células vivas. 
Las placas que van a ser reutilizadas se limpian 3 veces con PBS antes de poner 500µL de 
medio normal y colocarlas otra vez en la incubadora. 
III.3.4. Inmunofluorescencia de las células 
Después de 24h, 3, 7 y 9 días se saca la placa correspondiente preparada por la 
fluorescencia de las células. En este caso nos interesa fijar las células directamente sobre 
nuestro producto para tomar fotos con un microscopio. 
III.3.4.1. Fijación 
Se fija las células con paraformaldehído (PFA) al 3% porque conserva la estructura 
citoesquelética. También se puede usar metanol, etanol o acetona como métodos 
alternativos; en nuestro caso, el PLA 70/30 no soporta el contacto directo. 
Preparación de los reactivos 
Gráfica 2: recta patrón del ensayo de proliferación de fibroblastos de ratas 
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 PBS-gly: se disuelve 150mg de glicina en 100mL de PBS. Se usa principalmente 
para los lavados porque la glicina amortigua la fluorescencia de las células. 
 PBS-gly-azida sódica: se añade 4µL de azida sódica a 0,2% en cada 2mL de PBS-
gly. Se usa para conservar las muestras después de la fijación. 
Procedimiento 
Se trae las células desde la sala blanca hasta el laboratorio y se quita el medio para 
limpiarlas 2x5minutos con PBS. Como tenemos 4 pocillos de cada uno de los 4 productos 
(RF, RN, AF y AN), se prepara 10 mL de fijador (0,5mL/pocillo) para que sobra por si 
acaso. Se mezcla 1,9mL de PFA a 16% con 8,1mL de PBS para obtener una solución final 
a 3% de PFA. 
A continuación, se recubre los film nanofibrosos con el fijador y se deja 10 minutos a 4ºC, 
antes de limpiar 2x5min con PBS-gly frio. Se para la reacción en este punto poniendo PBS-
gly-azida sódica y dejando las muestras a 4ºC. 
III.3.4.2. Permeabilización 
Se saca las placas de la nevera y se limpia 3x5min con PBS-gly. Se prepara una solución 
de Triton X-100 a 0,05%. El Triton X-100 es un detergente que permeabiliza las 
membranas de la células, lo que permite a la faloidina acceder a los filamentos de actina 
dentro de la célula y revelarlos a la fluorescencia. 
Se recubre las muestras con el Triton X-100 durante 10 minutos y despues se limpia de 
nuevo 3x5min con PBS-gly. 
III.3.4.3. Bloqueo e inmunofluorescencia 
A partir de este punto se debe trabajar en oscuridad al usar productos fluorescentes 
reactivos a la luz.  
Se prepara 8mL de dilución 1/500 de DAPI, o 4 ',6-diamino-2-fenilindol, un marcador 
fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y Timina de las 
células, lo que permite revelar sus núcleos con fluorescencia. 
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Se recubre las muestras con 0,5mL de esta solución durante 2 minutos y se limpia 3x5min 
con PBS-gly. Aquí, se quitan los anillos de teflón para liberar las muestras y seguir con la 
faloidina. 
Se usa faloidina verde en muy poca cantidad. Por eso no se puede recubrir como antes las 
muestras, así que se cambia de manera de proceder. 
Se prepara una dilución de 7µL de faloidina en 1mL de PBS; a parte, se dispone en una 
placa de Petri grande un trozo de papel humidificado recubierto por parafilm separado en 
cuatro partes para reconocer las muestras (Imagen 5). Se pipeta 50µL de la solución de 
faloidina y se dispone directamente sobre el parafilm: a causa de su hidrofobicidad las 
gotas no fluyen y quedan enteras. Con la ayuda de pinzas se dispone las muestras sobre 
estas gotas; con la tensión de superficie las gotas se reparten sobre toda la superficie de la 
muestra, asegurando una buena repartición de la faloidina con las células fijadas. 
Quedan en contacto durante 30 minutos en la oscuridad, se limpian con PBS-gly y se 
montan en un portaobjeto para pasar al microscopio con fluorescencia. 
 
 
 
Imagen 5: Placa preparada por la faloidina 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Caracterización de las fibras 
IV.1.1. Preparación de los films nanofibrosos 
IV.1.1.1. Random 3% y 4% 
Se prepara una dilución a 3% de pastillas de PLA en 50mL de TFE para el electrospinning 
siguiendo la formula siguiente: 
mTFE = ρTFE.VTFE = 1,373 g.mL
-1
.50 mL = 68,65 g 
 
mPLA = 2,123g 
Se obtiene una buena dilución bien dejándola toda una noche a temperatura ambiente con 
agitación suave, bien calentándola al baño-María (50ºC) con agitación fuerte un par de 
horas.  
Poco tiempo después nos dimos cuenta haciendo un SEM que el porcentaje de polímero 
no era suficiente para obtener un film nanofibroso hecho de fibras dispuesta de manera 
aleatoria. En efecto, las imágenes enseñan la presencia de burbujas, o beads, de PLA 
formadas durante el electrospining (Imagen 6). 
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Estos beads parecen estar causados bien por una viscosidad insuficiente de la solución de 
PLA en TFE (el fluido sale “pulsado” y no de manera continua de la maquina), bien por una 
distancia chorro de polímero-colector demasiada grande. Para eliminar el problema, se 
cambió la proporción de PLA de 3 a 4% en el tipo random, y siguiendo los mismos cálculos 
se obtiene esta vez una masa mPLA4% = 2,860 g.  
IV.1.1.2. Alineadas 3% 
Así, todo el trabajo que sigue esta hecho, en el caso random con un porcentaje de 4%, y 
en el caso alineado, un de 3%. 
IV.1.1.3. Funcionalización 
Después de las etapas de hidrolisis y de activación, procedemos a la funcionalización con 
las proteínas. 
Se prepara una solución de 50mL de EDC/ NHS (respectivamente 0,1M/0,02M) en PBS 
para realizar la etapa de activación, por mezclar dos disoluciones preparadas de antemano: 
 Solución 1: 25mL de EDC en PBS a 0,2M. MwEDC = 155,24 g.mol
-1
  mEDC = 
0,7762g. El EDC se presenta como un líquido que precipita en presencia de agua o 
humedad; por eso siempre se colecta bajo atmosfera de argón. 
Imagen 6: Fotografía SEM de un electrospinning 
tipo random 3% 
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 Solución 2: 25mL de NHS en PBS a 0,04M. MwNHS = 115,09 g.mol
-1
  mNHS = 
0,11509g. El NHS es un polvo blanco conservado en atmosfera deshumidificada.  
Al mezclar las dos pre-soluciones obtenemos la solución final de composición y volumen 
deseado (con pH=7,4). 
IV.1.2. Características 
IV.1.2.1. Electrospinning 
En la tabla 1 se resume los parámetros utilizados durante el electrospinning de 
nuestras fibras. 
En la Imagen 7 se ve el tipo de producto que recogemos después del electrospinning. 
Tabla 2: datos de las condiciones del electrospinning 
Parámetros Random Alineado 
Concentración (%w) 4 3 
Volumen (mL): 
-jeringa 
-total 
 
20 
50 
 
20 
50 
Flujo de salida (mL/h) 0.5 0.5 
Voltaje (V) 13 13 
Dimensión film nanofibroso (cm) - 21x28 
Temperatura (ºC) Max 19 Max 19 
Humedad  47.5%  47.5% 
Velocidad de rotación del colector (rpm) - 1000 
Distancia aguja-colector (cm)  13-17  13-17 
Tabla 2: Parámetros del electrospinning durante la fabricación 
de los dos tipos de films nanofibrosos 
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Nota Bene: Se nota una diferencia de las propiedades ópticas: el random se ve más 
mate que el alineado que brilla ligeramente. 
 
IV.1.2.2. Tipo de fibras 
Gracias a las imágenes obtenidas gracias al SEM se puede caracterizar los varios film 
nanofibrosos obtenidos (Imagen 8 & Imagen 9). 
Imagen 7: Fotografía de los dos tipos de film: random 
(izquierda) y alineado (derecha) 
Imagen 9: Fotografía SEM de una muestra 
de film PLA tipo Alineado 
Imagen 8: Fotografía SEM de una muestra 
de film PLA tipo Random 
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 Se nota claramente la diferencia entre los dos tipos: los Randoms se ven dispuestos de 
manera totalmente aleatoria mientras que las Alineadas siguen un sentido. En las muestras 
no se ve presencia de breads, lo que significa que las condiciones de electrospinning son 
adecuadas. 
IV.1.2.3. DSC 
La primera observación que se puede hacer con el análisis DSC es que obtenemos las 
mismas curvas para los dos tipo de films nanofibrosos, Random y Alineado. Aunque al 
principio el PLA es un polímero semicristalino, las fibras obtenidas son totalmente amorfas. 
Por eso, no existe ninguna recristalización o temperatura de fusión (Gráfica 3). Además, 
como el polímero contiene un 30% de poli(DL-Láctido), las conformaciones enantiómeras 
molestan una alineación de las cadenas poliméricas, y por allí un aumentación del 
porcentaje de cristalinidad del polímero. 
Pero con el tiempo, el PLA tiene desde luego tendencia a cristalizar: hemos repetido la 
experiencia con un film un poco más viejo (obtenido por electrospinning un mes antes) y se 
observa un pico endotérmico debido a la recristalización de las cadenas poliméricas. En 
efecto, como al principio tenemos un polímero semicristalino con un porcentaje de 
cristalinidad cercano de 40%, con el tiempo tiene tendencia a cristalizar: es el 
envejecimiento físico. Así, como conservamos los films nanofibrosos obtenidos a 
temperatura ambiente, de a poco se produce este proceso natural. Aquel proceso es 
reversible al calentar las cadenas hasta fundirlas; eso se observe al efectuar dos ciclos de 
DSC enseguida, el pico de recristalización se atenúa hasta desaparecer totalmente. 
Gráfica 3: Curva de DSC del PLA 70/30 usado una vez puesto en fibras 
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Después de la funcionalización, la diferencia se ve aún más fuerte: se debe a la etapa de 
hidrolisis, durante la cual cortamos las cadenas superficiales de manera aleatoria. Eso 
aumenta el pico de recristalización de manera más crítica. 
En conclusión, si queremos trabajar con el polímero lo más adecuado, se debe usar lo más 
antes que posible al sacarlo del electrospinning, o congelarlo para disminuir el fenómeno 
natural. 
 
IV.1.2.4. Efecto de la hidrolisis 
Resultados premios han mostrado el efecto de la hidrolisis sobre las fibras poliméricas: se 
calculó el efecto de la hidrolisis sobre el diámetro de las fibras, haciendo variar las 
concentraciones de NaOH de 0,1M hasta 0,5M, durante de 2 a 5 minutos. Se concluye que, 
en todos los casos, el diámetro de las fibras (hidrolizadas o no) se situó entre 0,6 y 0,8µm. 
Como hemos usado concentraciones de 0,1M para un tiempo inferior o igual a 2 minutos, 
nuestros productos entran o se encuentran debajo del rango de valores del experimento 
anterior. Por eso, esta parte se concentra más sobre el efecto sobre la apariencia de las 
fibras que el tamaño de las fibras. Los resultados obtenidos en el cuadro de este proyecto 
están en la Tabla 3 de la parte  III.4.2.5. 
 
 
Recristalización 
2o ciclo 
Fusión 
Tg 
1er ciclo 
Gráfica 4: Curva de DSC del mismo PLA una vez Funcionalizado 
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IV.1.2.5. Comparación 
Para establecer una comparación entre los varios tipos de fibras, hemos elegido 
parámetros como el tamaño de las fibras, la porosidad y el espesor global del material.  
El tamaño de las fibras fue medido gracias al software ImageJ, con más de 160 medidas 
por cada tipo de material, a partir de imágenes SEM. Para ver el efecto de la hidrolisis, 
hemos decidido comparar cuatro tipos de film nanofibrosos: Alineado hidrolizado (AH) o no 
(A) y Random hidrolizado (RH) o no (R). Se nota una diferencia de significativa entre los sin 
 Imagen 10: Fotografía SEM de fibras tipo 
Alineadas Normal 
Imagen 11: Fotografía SEM de fibras tipo 
Alineadas Hidrolizadas 90s 
Imagen12: Fotografía SEM de fibras tipo 
Random Normal 
Imagen 13: Fotografía SEM de fibras tipo 
Random Hidrolizadas 90s 
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tratamiento y los tratados: observamos una disminución del diámetro debido a la etapa de 
hidrolisis, para los randoms (1,44%) y alineados (25,96%), sin distinción. También se ve 
una diferencia entre randoms y alineados (R 17% más espeso que A) debido al 
estiramiento de las alineadas durante el proceso de electrospinning. 
La porosidad fue medida por el método del baño de etanol, únicamente para las fibras no 
tratadas. Como dicho antes, este ensayo sólo tiene valor comparativo entre el Random y el 
Alineado. Así el Alineado presenta una porosidad mayor (3,70%) en comparación con el 
Random, debido a la forma de las fibras. En efecto, las fibras alineadas no se ven 
totalmente bien pegadas entre ellas, lo que deja largos espacios vacíos a lo largo de las 
fibras, mientras que las alineadas, al depositarse de manera aleatoria recubren los agujeros 
entre ellas mismas, lo que explica su porosidad ligeramente más baja.  
El espesor del film nanofibroso fue medido sobre las muestras preparadas para el ensayo 
de tracción con el fin de calcular la sección eficaz. Como dicho antes, durante el 
electrospinning de las Random, obtenemos un gradiente de espesor; se nota sobre el 
espesor de las muestras medidas.  
Finalmente, las temperaturas de transición vítrea y de fusión provienen de los ensayos de 
DSC efectuados dos veces enseguida. 
Todos los resultados están sintetizados en la Tabla 3. 
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 Tamaño de 
las fibras 
(µm) 
Porosidad Espesor del 
film 
nanofibroso 
(µm) 
Temperatura 
de transición 
vítrea (ºC) 
Temperatura 
de fusión (ºC) 
A 
Desviación 
típica 
0,719 
0,112 
91,84% 
1,59 
120,61 
± 6,757 
55 - 
AF (AH) 0,533 
0,106 
- 
- 
109,11 
± 9,432 
55 160 
R 0,872 
0,1278 
88,45% 
1,16 
73,98 
± 12,71 
55 - 
RF (RH) 0,859 
0,16 
- 
- 
109,25 
± 22,56 
55 160 
 
IV.1.3. Propiedades mecánicas 
Con los ensayos hechos se puede determinar unas características de las muestras de los 
varios films nanofibrosos: 
 La sección eficaz, S0, que representa la área en la cual las fuerzas se han 
realmente aplicadas. 
Tabla 3: Recapitulación de las características de las varias fibras 
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 El módulo de Young, E, o módulo de elasticidad, quien da la propensión del material 
a ser rígido o al contrario, dúctil. 
 La fluencia, σm, que indica el punto en el cual la probeta empieza a deformarse de 
manera plástica. 
IV.1.3.1. Randoms 
Para las fibras de tipo Random se usó la célula de 10N. En los dos casos (funcionalizado o 
no), se observa las tres partes típicas de un material de tipo elástico: la deformación 
elástica cuya pendiente nos da el módulo de Young del material, seguida por la fluencia σm, 
y la deformación plástica. 
El efecto de la funcionalización se nota sobre todo sobre el módulo de Young de los films 
nanofibrosos: asistimos a una aumentación de 39,32% después de la funcionalización. 
Puede ir en contra de la degradación de las fibras durante de la etapa de hidrolisis que 
habíamos visto en la parte III. 4.2.4.. Esa aumentación viene del entrecruzamiento por las 
proteínas de ELR: por un lado refuerzan el tejido aumentando su rigidez, pero por otro lado 
disminuyen su límite elástica (Tabla 4). Por eso tuvimos un porcentaje de rotura de las 
muestras mayor en el caso funcionalizado, mientras que las de tipo normal se estiraran 
tanto que el ensayo acababa antes de que se produjera rotura.  
IV.1.3.2. Alineadas 
 
Gráfica 5: ensayos de tracción sobre muestras de tipo Random, funcionalizadas (izquierda) o no (derecha) 
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Con este tipo de films nanofibrosos obtenemos valores de módulo de Young y de límite de 
elasticidad mayores en comparación con las Random. Pero debido a su mayor rigidez, el 
Alineado (normal y funcionalizado) tiene un desplazamiento reducido, y un mayor 
propensión a romper a lo largo de las fibras. 
Aquí, el efecto de la funcionalización se ve minimizado: el módulo de Young de las fibras 
funcionalizadas aumento solo de un 17,31%, y al contrario de las Random, la fluencia 
aumenta de un 24,74%. Eso puede venir del hecho que el entrecruzamiento con los ELRs 
no se hace de la misma manera que en el caso Random; así, las fibras alineadas pueden 
deslizar entre ellas durante el ensayo de tracción, mientras que las Random rompan. 
IV.1.3.3. Comparación 
Se nota que los Alineados son casi 10 veces más resistentes con respecto a los 
Randoms. Eso es debido a la naturaleza de las fibras: la manera de producirlas hace 
que las alineadas tienen unas propiedades anisótropas. Las muestras fueron cortadas 
en el sentido de las fibras, lo que explica sus propiedades mecánicas más elevadas; en 
el otro sentido, hubiéramos obtenido resultados mucho más inferiores. 
En el caso de las Random, se supone que tiene las mismas propiedades cual sea la 
orientación del film nanofibroso.  
 
Gráfica 6: ensayo de tracción sobre muestras de tipo Alineadas funcionalizadas (izquierda) o no (derecha) 
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 Tamaño 
 (mm x µm) 
S0 (mm
2
) E (MPa) σm (MPa) 
RF 9,87 x 109,2 
±0,187 x 22,56 
1,079 
±0,235 
59,51 
±17,20 
1,746 
±0,72 
R 10,44 x 73,98 
±0,330 x 12,71 
0,772 
±0,129 
36,70 
±14,70 
2,040 
±0,87 
AF 10,5 x 109,1 
±0,55 x 9,43 
1,144 
±0,086 
204,5 
±20,58 
17,54 
±1,40 
A 10,07 x 120,6 
±0,49 x 6,75 
1,218 
±0,054 
169,1 
±19,88 
13,20 
±3,20 
Como visto en esta parte de ensayos mecánicos, la funcionalización con los ELR permite 
reducir hasta suprimir el efecto negativo de la hidrolisis. Además, estudios anteriores en el 
mismo laboratorio habían demostrado el uso apropiado del film nanofibroso tipo Alineado 
para fabricar andamios enfocados en la regeneración de los tendones. En este proyecto, 
estamos buscando un tejido capaz de mimetizar la piel humana; después de los ensayos 
mecánicos efectuados, se ve que el film nanofibroso de tipo Random parece más 
adecuado en nuestro caso. 
En efecto, la piel humana presenta propiedades similares al Random como la anisotropía y 
la elasticidad, primordiales para obtener un tejido artificial lo más parecido al órgano. El 
punto siguiente del proyecto será ver la influencia de la morfología del film nanométrico 
sobre una buena adhesión celular.     
Tabla 4: Propiedades mecánicas de los varios tipos de films nanofibrosos 
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IV.1.4. Influencia de la funcionalización con ELR 
IV.1.4.1. MicroBCA 
Como las condiciones de ensayo pueden cambiar en función del día y de las mezclas 
efectuadas, obtuvimos dos rectas, una para el Alineado y una para el Random.     
Cortemos trozos de PLA de 1cm x 1cm, sea una superficie de 1cm
2
 aproximadamente. 
Gracias a las rectas patrón, se puede determinar la adhesión de las proteínas a los 
materiales: 
 Random: 12,68 µg/mL 
 Alineadas: 18,63 µg/mL 
Se nota una ligera diferencia entre los dos productos, pero se debe de relativizar en 
comparación con la concentración inicialmente introducida en el pocillo (100µg/mL). Se 
puede decir que los dos productos tienen una capacidad a reaccionar con los ELRs casi 
similar siguiendo el mismo protocolo. 
IV.1.4.2. Ensayo CBQCA 
Gráfica 7: Recta patrón fibras tipo Random Gráfica 8: Recta patrón fibras tipo Alineadas 
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 El ELR fue marcado con un kit CBQCA después del proceso de funcionalización. Hemos 
comprobado antes la no-fluorescencia de las muestras de tipo Normal, y las imágenes 
salen negras (no enseñadas aquí), lo que significa que básicamente los films nanofibrosos 
no tienen fluorescencia propia. Así, las imágenes 15 y 16 demuestran una buena adhesión 
de las proteínas a las fibras. Además, se ve que el ELR sigue el sentido y la forma de las 
fibras: eso puede influenciar sobre la adhesión celular según el tipo de morfología en la cual 
proliferan más fácilmente.   
Se ve una fluorescencia alta en los dos casos: los ELRs han adherido gracias a la 
funcionalización con EDC/NHS, como lo habíamos visto con el MicroBCA. 
4.2. Adherencia de las células 
IV.2.1. AlamarBlue 
Hemos sembrado dos tipos de células: de ratas y humanas (20 000 en ambos casos) en 
placas de dimensiones y composiciones iguales para comparar la adherencia sobre 
nuestros cuatro tipos de film nanofibrosos (R, RF, A, AN). 
Imagen 14: Ensayo al CBQCA sobre el ELR 
adherido sobre fibras de PLA 
Alineado  
Imagen 15: Ensayo al CBQCA sobre el ELR 
adherido sobre fibras de PLA Random 
Nikon Eclipse E600 
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IV.2.1.1. Ratas 
 Después de 24 horas, todas las células no han adherido a los films nanofibrosos, 
por eso obtenemos resultados inferiores al número de células sembrado al principio. 
Se nota que en las primeras horas siguiendo la siembra, las células tienen mayor 
propensión a crecer sobre fibras no hidrolizadas, para el Random tanto como para 
las Alineadas. 
  Después de tres días han tenido el tiempo de crecer y proliferar lo que explica la 
presencia de una mayor cuantidad. Destacan principalmente las Alineadas 
Funcionalizadas. Para los Random, la diferencia entre funcionalizadas o no es muy 
tenue y quedan debajo de las alineadas. 
 Entre el día 3 y el 7 se nota un pico de proliferación en todos casos. A partir de una 
semana de experimento, las de tipo Alineado empiezan a morir y se ve una 
disminución de la población de células, mientras que sobre los films nanofibrosos 
Random el número sigue creciendo, sobre todo en las funcionalizadas. 
 En el día 9 todas las células empiezan a morir, lo que se nota por una baja general 
de la cuantidad de población en todos los films. 
En conclusión sobre el ensayo de adhesión y proliferación celular con fibroblastos de ratas, 
se puede decir antes de nada que todos los productos usados (films nanofibrosos y 
soluciones de la funcionalización quedando arriba) no son tóxicos y se ven biocompatibles. 
Gráfica 9: Evolución de la población de células de ratas sobre los varios films 
nanofibrosos 
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El efecto de la funcionalización se ve en primero en el caso Alineado, a partir del tercer día: 
las células adhieren un 15% más con los ELRs que sin. La diferenciación en el caso 
Random es más visible para el séptimo día: 7,7% más proliferación en las funcionalizadas.  
Finalmente, a partir de 8-9 días las células no aguatan más y cual que sea el material en el 
cual están puestas (hasta el control de plástico), empiezan a morir. 
En el caso de los fibroblastos de ratas, el film nanofibroso Alineado Funcionalizado 
presenta una mejor proliferación celular, también más rápida, que los otros productos 
probados. 
IV.2.1.2. Humanas 
Tuvimos un problema con la recta patrón de las células humanas, así que no pudimos 
calcular el número de células. Solo se puede comparar la proliferación sobre cada tipo de 
film nanofibrosos con el control de plástico por conocer la tendencia general. 
De manera general, el crecimiento de los fibroblastos humanos sigue la tendencia de los de 
rata: el Alineado presenta un mejor desarrollo de la población durante los primeros días en 
comparación con los Random.  
Se nota el efecto benéfico de la funcionalización sobre la proliferación de las células, a 
partir del tercer día para las Alineadas y del séptimo para las Random. 
Los resultados obtenidos son un poco más aleatorios en comparación con las células de 
ratas debido a la fragilidad de las células humanas. En efecto, necesitan más tiempo para 
colonizar un frasco más pequeño; como se siembra la misma cuantidad en la misma área 
sobre las mismas superficies tanto como las de ratas, se entiende la dificultad que pueden 
encontrar a formar vínculos entre ellas para asegurar una buena proliferación. Por eso la 
disparidad de las medidas hechas, y también de la imposibilidad (en este caso) de 
establecer una buena recta patrón.  
Gráfica 10: Evolución de la población de células humanas sobre los varios films nanofibrosos 
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IV.2.2. Área célular 
Se midió el área de las células con el software ImageJ para los días 1, 4 y 7. Los valores 
obtenidos corresponden con los resultados del AlamarBlue. 
Se ve en la fotos de la fluorescencia que más espacio las células tienen, más redondas y 
grandes son. Es decir que, cando no han proliferado mucho, tienen un área más grande, y 
al crecer, cada célula tiene menos espacio y se comprime para que siga la proliferación. 
Así se puede comparar la velocidad de proliferación de las células en cada tipo de film 
nanofibroso. El primer día las células tienen un área celular mayor en las fibras 
funcionalizadas, lo que significa que el número de células es inferior en comparación con 
las fibras sin tratamiento. Eso se nota sobre todo en las Random Funcionalizadas, las 
cuales, como visto anteriormente, presentan el medio menos favorable a la adhesión de las 
células. 
Los valores del cuarto día difieren mucho; eso puede ser debido a la mala calidad de las 
fotografías. En efecto, si los contornos de las células no son muy precisamente definidos, el 
software calcula un área mayor. 
Finalmente, el día 7, todas las células presentan un área celular parecida. Eso significa que 
las células han recubierto de la misma mañera toda la superficie de los varios films 
nanofibrosos.  
Gráfica 11: Evolución del área de las células de ratas sobre los varios films 
nanofibrosos 
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Así este experimento confirma que a partir de 5-7 días la proliferación celular en todos los 
tejidos es máxima aunque tenga un tiempo diferente al principio para empezar el 
crecimiento debido a la variación de dificultad que encuentran las células en adherir en las 
varias superficies. 
IV.2.3. Inmunofluorescencia 
Con los colorantes que hemos usado, se ven los núcleos de las células en azul (DAPI) y los 
citoesqueletos en verde (faloidina) con el microscopio Nikon Eclipse E600. Todas las 
imágenes obtenidas son de fibroblastos de ratas con el mismo aumentado. 
De manera general las imágenes coinciden con los resultados obtenidos con el AlamarBlue 
al nivel de la proliferación celular. 
Imagen 17: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 24 horas de cultivo 
Izquierda: PLA Random Normal, Derecha: PLA Random Funcionalizado 
Imagen 16: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 24horas de cultivo 
Izquierda: PLA Random Normal, Derecha: PLA Random Funcionalizado 
 
Pág. 65 Funcionalización de fibras de PLA con Elastina como Recombinante (ELR) para su uso como piel artificial 
 
 
 
 
Imagen 19: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 4 días de cultivo 
Izquierda: PLA Alineado Normal, Derecha: PLA Alineado Funcionalizado 
Imagen 18: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 4 días de cultivo 
Izquierda: PLA Random Normal, Derecha: PLA Random Funcionalizado 
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Después de un día de cultivos, las células han adherido en todas las muestras; sin 
embargo, se ve claramente en las imágenes 17 y 18 que proliferan mucho más 
rápidamente en las fibras Alineadas, sobre todo en las no-funcionalizadas. Además, en 
esas mismas fibras crecen en el sentido de las fibras y los citoesqueletos se alargan 
mientras que sobre las Random no siguen un sentido particular. 
A los cuatros días, la red de filamentos de actina componiendo los citoesqueletos de las 
células se ve mucho más desarrollada en todo los casos. Eso permite una mejor 
proliferación celular, aportando un apoyo a la multiplicación de los fibroblastos. Como 
antes, las fibras Alineadas presentan un recubrimiento por las células superior (quedan 
espacios vacios sobre las Random), las cuales se han estirado totalmente en la dirección 
Imagen 20: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 7 dias de cultivo 
Izquierda: PLA Random Normal, Derecha: PLA Random Funcionalizado 
Imagen21: Fotografías de fluorescencia de fibroblastos después de 7 días de cultivo 
Izquierda: PLA Alineado Normal, Derecha: PLA Alineado Funcionalizado 
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de las fibras. En el caso Random, forman una red en revoltijo sobre varios niveles: no se 
pudo enfocar muy bien sobre una capa porque han crecido de manera desorganizada en 
dos direcciones, anchura y espesor. 
Después de 7 días, toda la superficie del tejido puesto en el pocillo esta conquista, en todos 
los casos. No obstante, aquí se nota el interés de la funcionalización: las fibras Alineadas 
como las Random funcionalizadas presentan una mayor proporción de células vivas (en 
azul brillante) que los tejidos sin tratamiento especial. Significa que han sobrevivido durante 
más tiempo y que presentan una mejor adhesión sobre la muestra. Se nota también sobre 
el Random que las células se ven ahora más estiradas aunque las fibras no lo sean, lo que 
explica el aumento de la proliferación visto con el AlamarBlue a partir de una semana de 
cultivos. 
La inmunofluorescencia es un método muy práctico y fácil de usar para observar de 
manera visual a la adhesión y proliferación celular sobre nuestras muestras. Así nos 
permitió comprobar que nos materiales eran aptos en recibir cultivos de células, y que 
aquellas podían colonizar nuestros andamios como esperado.  
Gracias a las imágenes se pudo entender porque las células sobre las fibras de tipo 
Random tienen un cierto retraso a crecer en comparación con las Alineadas: los 
fibroblastos tienen tendencia a estirarse y crecer alargándose. Con las Alineadas, siguen la 
misma tendencia, y pueden fácilmente juntarse formando citoesqueletos uniendo los 
núcleos con la ayuda de las fibras. Con las de tipo Random, las fibras puestas de manera 
aleatoria no facilitan la formación de vincules entre ellas, y necesitan más tiempo por crecer 
suficiente y formar una red alineada, como se ve en las fotografías del día 7. 
También hemos comprobado el interés de la funcionalización, que hace que las células 
sobre el andamio forman entrecruzamientos más fuertes que aseguran una buena 
colonización del tejido. El único inconveniente sobre este método es que las células 
necesitan más tiempo para proliferar, sobre todo en el caso del Random, pero cuando en 
las superficies no funcionalizadas las células empiezan a morir, las sobre las tratada siguen 
creciendo, y sobreviven más tiempo. 
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CONCLUSIÓN 
 
El objetivo inicial de este proyecto fue producir y caracterizar un nuevo andamio en 
polímero biocompatible y biodegradable, el PLA, funcionalizarlo con ELRs para aumentar la 
adhesión celular y medir la propensión que tenían fibroblastos de rata y humanos a 
colonizarlo. Todo este trabajo fue realizado con dos tipos de films nanofibrosos, uno con 
fibras alineadas y otro con fibras dispuestas de manera aleatoria con el fin de compararlos 
y elegir cual mimetizaría a lo mejor la piel humana. 
Se usó el método del electrospinning para obtener los films nanofibrosos con fibras de 
tamaño medio 872 nm para las de tipo Random y 719 nm en el caso Alineado. Se efectuo 
ensayos mecánicos sobre los tejidos obtenidos antes de pasar a la etapa siguiente. 
Luego se funcionalizaron los films nanofibrosos en tres etapas. Durante la primera, que 
consiste en una hidrolisis de la superficie, se hizo una comparación visual por imágenes 
SEM para determinar el tiempo de contacto con la solución de NaOH justo, en orden de no 
degradar demasiado las fibras y conseguir en el mismo lado una hidrolisis suficiente para 
seguir con la segunda etapa. El paso después corresponde a la activación de la superficie 
gracias a una solución de EDC/NHS en PBS que permite durante la tercera etapa, la 
funcionalización, entrecruzar las proteínas de ELR con las fibras de nuestras muestras. Se 
comprobó la eficiencia de la funcionalización con este protocolo para los dos tipos de films 
nanofibrosos, y resultó un entrecruzamiento similar y suficiente en ambos casos. 
Después de  la funcionalización, se probó de nuevo las propiedades mecánicas de los 
andamios así obtenidos, y al comparar con las muestras normales, se notó una 
aumentación de la resistencia para las Alineadas tanto como para las Randoms. También 
se diferencian las Alineadas con las Random por un módulo de Young 3,4 veces superior y 
una isotropía debida a su modo de fabricación. No obstante, eso no significa que sea el 
más apropiado por fabricar nuestro andamio porque estamos buscando el más parecido a 
la piel, que tiene propiedades anisótropas, como el Random. 
Finalmente, la última parte del proyecto consistió en averiguar la eficiencia de la 
funcionalización con ensayos de cultivos celulares. La experiencia consiste en comparar la 
adhesión y proliferación sobre el plástico con la sobre 4 productos: film nanofibroso 
Random, funcionalizado o no, y Alineado, funcionalizado o no también. Se sembró en 
primer lugar fibroblastos de ratas, y en segundo tiempo humanas. Los resultados nos 
enseñan que, a partir de 3 días de cultivos para los Alineados y 4-5 días para los Random, 
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el efecto de la funcionalización se nota por una aumentación de la población celular, al 
contrario de las fibras no funcionalizadas.   
Como las fibras de tipo Random presentaban una proliferación inferior a las Alineadas, 
miramos con inmunofluorescencia la proliferación celular después de 24 horas, 4 días y 7 
días. En las alineadas, las células siguen el sentido de las fibras y se estiran de manera 
natural (como lo hacen en frascones de plástico), mientras que en las fibras de tipo 
Random, no tienen apoyo del medio experimental y necesitan más tiempo para formar una 
red citoesqueletica que permite una proliferación rápida. Después de máximum una 
semana de cultivo, los andamios funcionalizados están en ambos casos totalmente 
invadidos y recubiertos por las células.  
Para concluir, las fibras de PLA, Alineadas y Random, tienen futuro como tejido 
biocompatible en el campo de los andamios biogenerativos. En este caso, hemos trabajado 
con dos tipos de films nanofibrosos, con propiedades mecánicas y de compatibilidad celular 
diferentes. Por eso, en función de las características que hemos determinado, se puede 
decir que el más apropiado para mimetizar la piel parece ser el de tipo Random, por sus 
propiedades mecánicas y su propensión a acoger a células, mientras que las Alineadas 
tiene características más cercanas del tendón, aunque presenta una proliferación celular 
más alta.      
Al nivel de la funcionalización, el método parece funcionar como se comprobó con el 
CBQCA, pero tiene una eficacidad al nivel de los cultivos que requiere más tiempo a 
ponerse en marcha en comparación con las fibras de PLA sin tratamiento. 
Pág. 71 Funcionalización de fibras de PLA con Elastina como Recombinante (ELR) para su uso como piel artificial 
 
 
FUTURO 
En los seis meses de tiempo impartido hemos realizado los ensayos de caracterización 
básicos, pero, por falta de tiempo, quedan unos experimentos que se puede hacer con el 
fin de tener más conocimientos sobre nuestros andamios. 
En primer lugar se puede hacer ensayos mecánicos dinámicos  además de los estáticos 
para asegurarnos que las fibras tienen unas propiedades viscoelásticas requeridas para 
mimetizar la piel, y sobre todo para ver que mientras que las fibras Random tengan módulo 
de Young bajo, no se van a romper después de la aplicación sobre la piel herida. 
En el mismo sentido, faltan ensayos mecánicos con los films nanofibrosos una vez 
sembrados. Hemos visto que la hidrolisis estropeaba las fibras, pero que la funcionalización 
permitía compensar este daño. La etapa lógica siguiente estaría ver el efecto de la 
colonización celular sobre las propiedades mecánicas del producto. 
Se necesita repetir el ensayo de cultivos con los fibroblastos humanos para obtener una 
recta patrón con la cual se podría conocer el número de células exacto día tras día y no 
solo una tendencia como en nuestro caso. 
Por fin, hemos visto la influencia positiva de la funcionalización, pera queda mínima en 
comparación con lo que se podría esperar. Por eso se puede pensar algunos cambios en el 
protocolo para mejorarla y obtener resultados más netos con una diferencia más marcada.  
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COSTE DEL PROYECTO 
 
Producto Precio/unidad Cantidad Precio 
total 
PLA pellets 3000 €/kg 28,38 g 85,14 € 
Etanol 26 €/L 2 L 52 € 
NaOH 33,5 €/kg 4 g 0,134 € 
EDC 11 150 €/L 5 mL 55,75 € 
NHS 832 €/kg 5 g 4,16 € 
DMEM 21,91 €/500mL 2 L 87,64 € 
FBS 486,5 €/L 100 mL 48,65 € 
Tripsina 190 €/L 50 mL 9,5 € 
Triton X-10 25 € /100mL 5 mL 1,25 € 
DAPI 100 €/10 mg 0,128 mg 1,28 € 
Faloidina 185 €/300 unidades 10 unidades 6,16 € 
Parafilm 22 €/cinta ½ cinta 11 € 
Guantes 0,08 €/par 300 pares 24 € 
Pipetas pasteur 0,02 €/unidad 100 
unidades 
2 € 
Frascones 1,69 €/unidad 30 unidades 50,7 € 
Pipetas solo uso células (mediana 1-
5-10-25 mL) 
0,6475 €/unidad 200 
unidades 
129,5 € 
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Tubos estériles 50mL 0,14 €/unidad 100 
unidades 
14 € 
Tubos 15 mL 0,33 €/unidad 50 unidades 16,5 € 
µBCA kit 241,01 € 1/3 kit 80,34 € 
Placas cultivos (mediana 6-12-24-96) 1,775 €/unidad 100 
unidades 
177,5 € 
DMSO 125 €/L 10 mL 1,25 € 
Penicilina 173 €/L 10 mL 1,73 € 
CBQCA 296 €/kit 1/10 kit 29,6 € 
Células 800 €/500 000 
células 
 800 € 
PFA 40 €/L 30 mL 1,2 € 
Total 1690,98 € 
No se tomó en cuenta el precio del PBS, PBS-gly o PBS-gly-azida sódica porque son de 
uso común en la nevera del laboratorio. 
 
Equipo Precio por hora Total horas Total 
SEM 73,60 € 2 147,2 € 
Microscopio 
óptico 
10,40 € 15 156 € 
Recubrimiento 
para SEM 
20,40/ muestra 2 40,80 € 
Espectrofotómetro 47,15 € 2 94,13 € 
Total 438,13 € 
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Interviniente Precio por hora Total horas Total 
Directriz de 
proyecto 
60 €/h 2 120 € 
Post doctorado 30 €/h 30 900 € 
Técnico de 
laboratorio 
25 €/h 50 1250 € 
Junior Enginer 15 €/h 600 9000 € 
Total 11 270 € 
 
COSTE TOTAL: 13399,11 € 
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IMPACTO EN EL MEDIO AMBIENTE 
Se usó en este proyecto polímero PLA totalmente biodegradable funcionalizado con 
Elastina como recombinante, una proteína procedente de la elastina natural. Así, al nivel de 
los componentes del aplasto, sabemos que el impacto al nivel del reciclaje y de la 
eliminación se efectuará de manera natural sin consecuencias sobre el medio ambiente. 
También el producto que estamos desarrollando actualmente se inserte en un proyecto 
cual meta sería reducir el malestar debido a las úlceras para ayudar a las personas 
sufriendo de este tipo de heridas. De manera general los pacientes son personas mayores, 
lo que implica una regeneración de la piel más difícil, y por eso un tiempo de curación más 
largo. Este tejido artificial, por sus propiedades y funcionalidades efectivas permitirá en 
primer lugar aumentar el bienestar de los enfermos y por otro lado permitirá un ahorro de 
dinero y tiempo importante. Por eso tiene un interés grande en los tiempos actuales cuando 
se busca cada vez más permitir a la población vivir más y en mejor salud. 
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